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OZET

TURUNCGIL ve AVOKADO’DA GORULEN ANTRAKNOZ HASTALIK
ETMENI Colletotrichum karstii’YE KARSI ANTAGONIST BAKTERI
iZOLATLARI ve BiTKi UCUCU YAGLARININ ANTiFUNGAL
ETKINLIKLERININ BELIRLENMESI

Colletotrichum karstii Hatay ilinde yetisen turunggil ve avokado agaglarinda Antraknoz
hastalik etmeni olarak bildirilmistir. Bu ¢alismada, saglikli turunggil ve avokado agaclarinin
yaprak, siirgiin, meyve ve koklerinden izole edilen antagonist bakteri izolatlar1 ile tibbi 6neme
sahip bitkilerden elde edilen ugucu yaglarmin Colletotrichum karstii’ye karsi in vitro antifungal
etkinlikleri belirlenmistir. Yapilan GC-MS analizler sonucunda, carvacrol bileseni Thymbra
spicata var. spicata (Tss) ve Origanum syriacum (Os), thymol bileseni Thymus serpyllum (Tsy),
terpinen-4-ol bileseni Origanum majorana (Om), trans-anethole bileseni Foeniculum vulgare
(Fv), eucalyptol bileseni Eucalytus camadulensis (Ec), linalool bileseni Mentha x piperita f.sp.
officinalis var. 'Aura’ (Ma), a-pinene bileseni Ferula communis (Fc), limonene bileseni ise
Lippia citridora (Lc) ve Citrus aurantium (Ca) ucucu yaglarmm ana bilesenleri olarak
belirlenmistir. Test edilen uygulamalar arasinda Tss, Os, Tsy, Fv, Lc, Ma ve Om ugucu yaglari
4.0-20.0 pl/petri dozlarinda fungal etmenin misel gelisimini %100 engellemek suretiyle en
yiiksek antifungal etkinlik gosteren ugucu yaglar olarak belirlenmistir. Ec ve Ca ugucu yaglari
diger yaglara kiyasla nispeten diisiik antifungal etkinlik géstermis (>50 ul/petri dozlarinda), Fc
ise test edilen tiim dozlarda misel gelismini engellemede basarili olamamustir.

Sagliklt agaclarin rizosfer ve endosfer bolgelerinden elde edilen 70 bakteri izolati
arasindan secilmis 50 izolat MALDI-TOF MS ile teshis edilmis ve fungal etmenin misel
gelisimini engellenme (antagonizm) potansiyelleri karakterize edilmistir. In vitro ikili kiiltiir
testlerinde, Bacillus mojavensis KGT1ep, Bacillus subtilis KGT2ep, Bacillus amyloliquefaciens
KGT12ep, Bacillus atrophaeus KGT7en, Bacillus cereus KGT13enve Pseudomonas
chlororaphis KGT10ep izolatlar1 C. karstii’nin misel gelisimini yaklasik %72-83 oranlarinda
engelleyen en etkili antagonist bakteri izolatlar1 olarak belirlenmistir. Test edilen bakteri
izolatlar1 siderofor, proteaz, hidrojen siyaniir (HCN), amonyak diiretiminin yanisira bitki
gelisimini tesvik eden (PGP) indole-3-asetik asit (IAA), fosfor ¢6zme etkinlikleri bakimindan
istatistiksel olarak farkliliklar gostermistir. Fungal etmenin misel gelisiminin engellenmesinde
siderofor, proteaz, hidrojen siyaniir ve amonyak {iretimi gibi antagonistik mekanizmalardan bir
veya birkacinin rol oynadigi belirlenmistir. Segilerek test edilen 29 bakteri izolatin tamami besi
yerinde degisen oranlarda IAA {iretmis olup, 15 izolat tri kalsiyum fosfat igeren Pikovskaya
Agar (PVK) besi yeri iizerinde fosforu ¢ozebilme yeteneginde oldugu belirlenmistir.

Sonug olarak gii¢lii antagonistik (siderofor, proteaz, amonyak iiretimi) ve PGP (IAA ve
fosfor ¢6zme) etkinlikleri gosteren, Bacillus spp. vePseudomonas spp. izolatlarinin turunggil ve
avokado agaglarinda antraknoz hastaligina karsi biyolojik miicadele etmeni olarak kullanilma
potansiyeline sahip oldugu belirlenmistir. Bu ¢aligma antagonist bakteri tiirlerinin turunggil ve
avokado antraknoz hastalik etmeni C. Karstii’ye karst biyokontrol etkinliginin ve etki
mekanizmalarinin aragtirildigi ilk ¢aligsma niteligindedir.
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Anahtar kelimeler: Turunggil, avokado, Colletotrichum karstii, ugucu yaglar, Biyolojik
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ABSTRACT

DETERMINATION of ANTIFUNGAL EFFICIENCIES of ANTAGONIST
BACTERIAL ISOLATES and PLANT ESSENTIAL OILS AGAINST CITRUS
and AVOCADO ANTHRACNOSE DISEASE AGENT Colletotrichum karstii

Colletotrichum karstii has been recently reported as an anthracnose disease agent on
citrus and avocado trees growing in Hatay province. In this study, in vitro antifungal
efficiencies of antagonist bacterial isolates, which were isolated and identified from leaves,
shoots, fruits and roots of healthy citrus and avocado trees, and essential oils of medically
important plants were investigated against Colletotrichum karstii. As a result of GC-MS
analysis, the major constituents of the essential oils were determined as carvacrol in Thymbra
spicata var. spicata (Tss) and Origanum syriacum (Os), terpinen-4-ol in Origanum majorana
(Om), trans-anethole in Foeniculum vulgare (Fv), eucalyptol in Eucalytus camadulensis (Ec),
linalool in Mentha x piperita f.sp. officinalis var. 'Aura’ (Ma), a-pinene in Ferula communis
(Fc), limonene in Lippia citridora (Lc) and Citrus aurantium (Ca) essential oils respectively.
Among the tested essential oils, Tss, Os, Tsy, Fv, Lc, Ma and Om essential oils were
determined as the most effective essential oils by completely (100%) inhibiting mycelial growth
(MIC) at the concentrations of 4.0-20.0 pl/petri. Essential oils of Ec and Ca plants were
determined as the least effective essential oils comparison to all essential oils (MIC at >50
ul/petri concentrations). Fc, on the other hand, was not successful in inhibiting mycelial growth
at all concentrations tested.

Among 70 bacterial isolates, obtained from the rhizosphere and endosphere of healthy
trees, 50 isolates were selected to determine antagonistic potential against fungal isolates and
identified by MALDI-TOF MS analysis. According to results of in vitro dual culture assay,
Bacillus mojavensis KGTlep, Bacillus subtilis KGT2ep, Bacillus amyloliquefaciens KGT12ep,
Bacillus atrophaeus KGT7en, Bacillus cereus KGT13en, Pseudomonas chlororaphis KGT10ep
isolates were found as the most effective antagonistic bacterial isolates inhibiting mycelial
growth of Colletotrichum karstii by 72-83 %. Bacterial isolates show significantly varied as
statistically in the production of siderophore, protease, hydrogen cyanate (HCN), ammonia and
plant growth promoting (PGP) mechanisms such as indole 3 acetic acid (IAA) and phosphate
solubilisation activities. It has been determined that one or more of the antagonistic mechanisms
such as siderophore, protease, HCN and ammonia production are the factor(s) playing a role in
the suppression of mycelial growth of the fungal agent. Twenty nine selected bacterial isolates
produced varying amounts of IAA in nutrient media. Among 29 tested isolates, fifteen isolates
has the ability to dissolve phosphorus from tri calcium phosphate on Pikovskaya Agar (PVK)
petri plates.

In conclusion, showing the potent antagonistic (siderophore, protease, ammonium
production) and PGP (IAA and phosphate solubilization potentials) activities, bacterial isolates
belonging to Bacillus spp and Pseudomonas spp., have the potential to be used as biological
control agent against anthracnose disease. This is the first study which investigates the
biocontrol efficiencies and mechanisms of action of antagonist bacterial species against citrus
and avocado anthracnose disease agent Colletotrichum karstii.

2022, 104 pages
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1. GIRIS

Giliniimiiz diinyasinda tiiketicilerin saglikli beslenme konusunda bilinglenmesinin
bir sonucu olarak beslenme aligkanliklar1 degismekte, bu degisimle birlikte insanlarin
tropik ve subtropik meyvelere olan ilgisi de giderek artmaktadir. Ulkemizde ekonomik
Oneme sahip yetistiriciligi yapilan tropik ve subtropik meyvelerin basinda farkli
turunggil ¢esitleri olmak tizere, zeytin, incir, nar, avokado, pikan cevizi, Kkivi, muz,
Trabzon hurmasi gelmektedir. Ulkemiz ekonomisinde biiyiik éneme sahip lokomotif
tarimsal iirlinlerden biri olan ve Anavatan1 Giineydogu Asya olan Turuncgiller, Arap
yarimadasinin dogusundan Filipinler’in dogusuna, Himalayalar ile Hindistan’dan
Avustralya’ya kadar olan bolgeyi icine alan genis bir cografyada yetistiriciligi yapilan
diinya ekonomisinde 6nemli bir yere sahip meyvelerdir. Geraniales takiminda Rutaceae
familyasina dahil olan turunggiller portakal(Citrus sinensis), limon(Citrus limon),
sadok(Citrus maxim), greyfurt(Citrus paradisi), aga¢ kavunu(Citrus medica), bergamot
(Citrus bergamia), mandarin(Citrus reticulata), turung(Citrus aurantium) ve kamkat
(Fortunella japonica) gibi farkl tiirler igerir (Manner ve ark., 2006).

Turunggillerin insan saglig1 agisindan bir¢ok faydasi vardir. Meyveleri vitaminler
ve mineraller bakimindan olduk¢a zengindir. Kendilerine has kokulari, tatli ve eksi bir
tada sahip olmalarmin yani sira igerdikleri C vitamini ile kis aylarinda insanlari
hastaliklardan koruyan dogal kurtarici olarak bilinir ve tiiketilirler. Biiylime ve
gelismede yardimei, deri, goz, dis ve dis eti sagligini koruyucudurlar. Ayrica
hastaliklara karsi direncin olusumunda etkindirler. Doygunluk hissi vermeleri,
bagirsaklarin  diizenli ¢aligmasina yardimci olmalar1 sayesinde viicut agirhig
denetiminde de faydalidirlar. Kis aylarinda insanlart soguk algmligindan korur.
Kalsiyum igerigi yliksektir, bu nedenle kemikler icin oldukca faydalidir. Bobreklerde
tas olusumunu engeller ve halihazirda bulunan kiiclik taslarin bobregin i¢ yiizeyine
tutunmasini engelleyici etki yapar. Kemik iliginde kan iiretiminin artmasina fayda
saglamasi, kansizliga iyi geliyor olmasi, limon basta olmak {iizere tiim turuncgillerin
tansiyon diisiiriicii bir etkisinin bulunmasi gibi bir¢ok faydasi giiniimiizde turunggillerin
bol miktarda tiiketilme nedenlerinden bazilaridir.

Turunggillerin iklim istekleri, bahce kurulmasi ve ¢esit seciminde belirleyici rol

oynamaktadir. Turunggillerin anavatanlar1 semitropik ve tropik bdlgeler olmasina



karsin, sofralik kaliteye sahip turunggiller subtropik kusakta yetistirilmektedir.
Ulkemizde Akdeniz Bolgesinde hakim olan iklim orta subtropik iklim olup, turuncgil
tarimi ve yetistiriciligi agisindan oldukc¢a uygun alanlar olarak kabul edilirler. Genel
anlamda turunggiller i¢in biiylime sicakligi 12.8°C olarak kabul edilir. Tiirlere bagh
olarak bu degerler degismekte olup, drnegin limonlarda bu nokta 6-7 °C civarindadir.
Turunggillerde gelisme, sicaklik 18-20 °C kadar hizlanan bir egilim gosterir. Biiyiime
26-28 °C de tepe noktasina ulasir. Bu nokta biiyiimenin en hizli, fotosentez etkinliginin
en yiiksek oldugu yerdir. Bunlarla birlikte toprak turunggiller i¢in temelde bir destek ve
dayanak vazifesi gormektedir. Turunggiller icin esas lizerinde durulmasi gereken husus
topragin havalanan bir yapiya sahip olmasidir. Ciinkii turunggil kokleri yiiksek miktarda
oksijen ister, havasizlifa ¢ok duyarlidir. Agir ve havalanmayan topraklarda hemen
bogulma tepkisi gosterirler. Bu sebeple turuncgillerin yetistirilecegi topragin oncelikle
havalanan ve siizek bir yapida olmasi mecburiyeti vardir.

Ulkemizde elma ile iiziimden sonra ticari anlamda en fazla yetistiriciligi yapilan
turunggil tiirlerinin portakal, limon, mandarin ve altintop oldugu bildirilmistir (TUIK,
2021). Diinyada genelinde2019 yilinda 9 milyon 750 bin ha alanda 138 milyon ton
turunggil tiretimi yapilmistir. Turunggil iiretiminde ilk sirada 37.7 milyon ton ile Cin yer
almis olup, bu iilkeyi sirasiyla 19.5 milyon ton ile Brezilya, 12.5 milyon ton ile
Hindistan, 7.9 milyon ton ile Meksika, 7.2 milyon ton ile ABD, 5.9 milyon ton ile
Ispanya takip etmistir. Ulkemiz 4.2 milyon ton turunggil iiretim ile diinya genelinde

yedinci sirada yer almistir (Sekil 1.1).
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Sekil 1.1. Diinyanin 6nemli turunggil liretimi yapaniilkelerinde 2019 yilinda gergeklesen
iiretim miktarlar (ton)

Diinya turunggil {iretim alaninin en kuzey sinirinda yer alan Tiirkiye, turuncgil
yetistiriciligi i¢in uygun ekolojik kosullara sahip {ilkelerden biridir. Tiirkiye iklim olarak
tliman iklime sahip oldugu i¢in tiim kiy1 bolgelerinde turunggiller yetistirilebilmektedir.
Ilik ortamlarda yetisen turuncgiller, Akdeniz, Gliney Ege ve Giiney Marmara turuncggil
yetistirmek igin  uygun bdlgeler arasinda bulunur. Tirkiye'de turunggil
yetistiriciliginin%®82’si Akdeniz bolgesinde,%17’si ise Ege bolgesinde yapilmaktadir.
Akdeniz bolgesinde en fazla ve kaliteli turunggil yetistiriciligi Hatay, Mersin, Antalya
ve Adana illerinde yapilmaktadir.

Tiirkiye’de 2021 yilinda toplam turunggil tiretimi 5.362.615 ton olarak bildirilmis
olup, toplam {iretim i¢inde1.819.000 ton iiretim miktar1 ile mandarinl. sirada yer
almistir. Bu tiirii sirasiyla, 1.742.000 ton iiretim miktar ile portakal, 1.550.000 ton
iretim miktar1 ile limon, 249.000 ton tretim miktar1 ile altintop ve 2.615 ton iiretim
miktari ile turung takip etmistir (TUIK, 2021). Akdeniz bélgesinin Hatay ilinde 2021
yilinda gerceklesen turunggil iiretiminin 717 bin tonumandarin, 354 bin tonuportakal,



147 bin tonu limon, 12 bin tonu altintop ve 213 tonu turung olmak iizere ortalamal
milyon 230 bin ton oldugu bildirilmistir (TUIK, 2021). Diinyada yapilan toplam iiretim
siralamasinda iilkemiz mandarin tiretiminde 4. altintop ve limonda 8. ve portakalda ise
10. sirada yer almaktadir (Anonymous, 2019).

Turunggillerin yani sira son yillarda tiiketicilerin yogun ilgi gosterdigi bir diger
subtropik meyvelerin basinda avokado meyvesi gelmektedir. Orta Amerika ve
Meksika'ya 0zgii, herdem yesil bir subtropik meyve agaci olan Avokado (Persea
americana Mill.)’nun anavatani Orta Amerika iilkeleri, Giiney Amerika’nin kuzey
sahilleri ve Bati Hint Adalaridir. Avakodo agacit Diinya genelinde en fazla iretimi
yapilan 4. subtropik meyve olan avokado, 5 kitada 50’ye yakin iilkede yetistirilmektedir
(Knight, 2002; Guerrero-Barajas ve ark., 2020). Avokado ismi ilk kez 1915 yilinda
“Avokado Birligi” tarafindan Kalifornia eyaletinde kullanmis olup, bu tarihten sonra
giderek diinya geneline yayilmistir. Glinlimiizde avokado birgok iilkede gida, saglik ve
kozmetik alaninda kullanilmaktadir. Avokadonun insan sagligina bir¢ok faydasi vardir
bunlar; Avokado kalbe yararlidir. Icerisindeki beta-sitosterol sayesinde kolestroliin belli
bir seviyede kalmasini saglar. Giinliik olarak tiiketildiginde damar sertliginden korunur,
prostat ve meme kanseri basta olmak iizere kanser hiicrelerinin olusumuna engeller.
Zira, avokado, hiicreleri kansere ve serbest radikallerin tehlikeli etkilerine karsi koruyan
bir antioksidan olan Glutatyon igerir. Ayrica, avokadonun i¢inde bulunan vitamin ve
minerallerin cilt sagligi acgisindan oldukca yararli oldugu birgok arastirmada
kamtlanmistir. Iyi bir potasyum kaynagi olan avokado, bu o&zelligi ile bobrek
hastaliklarinin 6niine geger ve bobregi korumus olur. Tam bir K vitamini deposu olan
bu tropikal meyve, K vitamini eksikliginden kaynakli hastaliklara iyi gelir. Gérmeyi
gelistirir. Avokado, gozleri kataraktve yagsla ilgili hastaliklarina karsi korumaya
yardimc1 olan lutein ve zeaksantin gibi karotenoidler igerir. Avokadonun beslenme
disinda dudak kremi, yiizii 6lii hiicrelerden arindirma, deri catlaklariyla savasmada,
gozaltinda, sa¢ maskesi, makyaj temizleyici olarak kullanilmaktadir.

Diinya Gida ve Tarim Orgiitii (FAO)’nun 2020 yili iiretim verilerine gore Diinya
genelinde yaklagik 810 000 ha alanda 8 milyon ton avokado iiretimi yapilmistir
(Anonymous, 2020). Avokado iiretiminde ilk sirada 2.4 milyon ton ile Meksika yer
almis olup, bu iilkeyi sirasiyla yaklasik 876.754 ton ile Kolombiya, 676.373ton ile
Dominik, 660.003 ton ile Peru, 609.049ton ile Endonezya, 322.556ton ile Kenya



tilkeleri takip etmistir (Sekil 1.2). Avokado, diinyada birkag iilkede son derece
farklilasan c¢evrelerde, dnemli ticari tarimsal iiriin olarak yetistirilmektedir (Bower ve
Cutting, 1988). Yetistiricilik alanlarmin sinirli olmasi nedeniyle birgok iilke avokadoyu
disalimla karsilamaktadir. Gergekten de avokado yiiksek besin degeri ve kendine 6zgii

tadiyla, pazarda yiiksek fiyatla alici bulmaktadir (Crane, 1989).
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Sekil 1.2. Diinyanin 6nemli avokado iiretimi yapan iilkelerinde 2020 yilinda
gerceklesen liretim miktarlari (ton)
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Sekil 1.3. Tiirkiye’nin 6nemli avokado tiretimi yapilan illerinde 2021 yilinda
gerceklesen tliretim miktarlari (ton)



Avokado meyvesi, diinyada tropik iklime sahip {ilkeler/bdlgelerin yaninda
tilkemizde subtropikal iklime, sahip ¢esitli bolgelerde de yetistirilir. Tiirkiye’de avokado
yetistiriciligi 1970°li yillarin basinda baslamistir. Ulkemize ABD’nin Kaliforniya
eyaletinden getirilen avokado fideleri Antalya, Alanya, Mugla, Dalaman, Hatay ve
Iskenderun basta olmak iizere Ege ve Akdeniz sahil seridine dikilmek suretiyle
yetistirilmeye baslanmistir. Avokado Tirkiye'nin Akdeniz Bolgesi'nde Antalya'dan
Iskenderun'a kadar olan bdlgenin yani sira Ege bolgesinde Mugla ili ve ¢evresinde
yetistirilmektedir. Tirkiye’deki avokado iiretiminin yaklasik %75-80’1 Antalya’da,
%15-20’si Mersin’de ve %2-5’1 diger illerde (Mugla ve Hatay) tretilmektedir (Sekil
1.3).Tirkiye’de yetistirilen belli basli avokado tiirleri Zutano, Ettinger, Fuerte, Hass,
Bacon, Pinketon ve Wurtz olarak bilinmektedir.

Tiirkiye’nin avokado tiretimi 2016 yili degerlerine gére 1950 ton, 2017 yilinda
2765 ton ve 2018 yilinda ise 556 da alanda 3164 ton olarak bildirilmistir (FAO, 2019).
Tiirkiye’de 2021y1linda avokado iiretiminin 9.081 ton oldugu bildirilmistir. Uretimin
7.102 ton gibi biiyiik kism1 Akdeniz Bolgesinde Antalya ilinde yer almaktadir. Antalya
ilini sirastyla 1.788 ton ile Mersin, 106 ton ile Hatay, 79 ton ile Mugla ve 6 ton ile
Adana illeri takip etmistir (TUIK, 2021). Ulkemiz avokado iiretim degerleri
incelendiginde, son on yilda iiretim alaninda yaklasik 5 kat, iiretim miktarinda ise
yaklasik 3 kat artig goriilmiistiir (FAO, 2019).

Ulkemiz ekonomisinde biiyiik éneme sahip, lokomotif tarimsal iiriinlerden olan
turunggillerin yanisira son yillarda tiiketimi hizla artan subtropik meyvelerden
avokadoiiretim yapilan alanlarda tarimsal miicadele, giibreleme, sulama, ilaglama,
budama gibi iiretici yanlighiklar1 oldukca fazla goériilmekte ve bu durum bitkilerde
hastaliklarin olusumuna ve dolayisiyla verimin diismesine, kalitenin azalmasina sebep
olmaktadir.

Turunggiller, lilke ekonomisi ve insan beslenmesi icin 6nemli bir yere sahiptir.
Turuncgil oOzellikle Ege ve Akdeniz Bolgeleri’'nde yetistirilmektedir. Turunggil
yetistiriciliginin bitki korumayla ilgili 6nemli sorunlar1 (hastalik, zararli ve yabanci ot)
bulunmaktadir. Bu sorunlarin basinda fungal hastaliklar yer almaktadir. Antraknoz
(Colletotrichum spp.),turuncgilde kahverengi leke (Alternaria alternata f.sp.citri),
uckurutan [Phoma tracheiphila (Petri) L.A. Kantsch.-Gik.], solgunluk (Fusarium

oxysporum, F. solani) ve turunggil meyvelerinde kahverengi ¢iiriikkliik ve goévde
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zamklanmasi [Phytophthora citrophthora (Smith and Smith) Leonian] farkli turunggil
tirlerinde ekonomik kayiplara neden olan fungal hastaliklar olarak bildirilmistir
(Timmer ve ark., 2000). Turunggil agaglarindaki fungal hastaliklarla miicadele biiyiik
onem arz etmektedir. Miicadele edilmedigi takdirde dogrudan verim kaybina dolayl
olarak ise agaclarin yildan yila zayiflamasina ve hastaliklara karst hassasiyetin
artmasimna neden olmaktadir. Benzer sekilde avokado agaglarinda goriilen fungal
hastaliklarda bulunmaktadir.

Son yillardaiilkemizde yetistiriciligi yapilan turunggil ve avakodo agaclari,
etiyolojileri yeni arastirilmaya baslayan bir¢ok fungal etmen tarafindan ciddi diizeylerde
zarar gordigi bilinmektedir. Farkli morfolojik yapidaki fungal hastalik etmenler
turunggil ve avokado agaclarinin yaprak, siirgiin, dal ve ana govdelerinde kurumalar
seklinde goriilen geriye dogru 6liim belirtilerine neden olmustur.

Diinyada ve iilkemizdeki turunggil ve avakodo agaglarinda antaknoz hastalik
etmenlerinin olusturdugu hastalik belirtileri sik¢a karsilagilmakta olup, bu tiir agaglarin
slirglin, yaprak ve meyvelerinden antraknoz hastalik etmeni Colletotrichum spp. ait
fungal etmenlerin izole edilerek tanilanmstir.

Antraknoza neden olan Colletotrichum tiirleri genellikle zayiflik patojeni olarak
degerlendirilir. Hastalik etmeni tiirler genis bir konukcu araligina sahip olup toprakta
cluriiyen bitki artiklari,meyve, siirgiin ve yapraklarda aservulus seklinde yillarca
canliligin1 koruyabilir (Canon ve ark., 2012; Dean ve ark., 2012). Serbest nem ve 10-
30°C aras1 sicakliklar, konuk¢u enfeksiyonunu kolaylastirir. Fungal konidiyum ve
mikrosklerotlar, enfekteli topraga dogrudan temas eden konukc¢u dokuyu enfekte
edebilir ve sicrayan yagmurla ve yagmurlama sulama yontemi ile konuk¢u dokuya
bulasabilir. Ardindan dokuya dogrudan niifuz edebilir veya yaralardan girebilir. Kok
enfeksiyonu genellikle farkli patojen enfeksiyonlarin yarattigi bitki zayifligi, hastalik
etmeninin inokulum yogunlulugunun yiiksek olmasi veya uygun olmayan yetistirme
kosullarindan dolay1 bitkilerde beslenme stresi ortaya c¢iktigi durumlarda goriiliir.
Yiiksek nemin oldugu durumlarda hasat esnasinda, paketleme evlerinde, depoda ve
pazarda diger meyvelere bulasabilir. Enfeksiyonlar sonucu meyveler iizerinde tipik
antraknoz belirtileri meydana gelir. Turunggillerde antraknoz etmeni Colletotrichum,
iilkemizde 6zellikle limon basta olmak iizere bir¢ok turuncgil tiir ve ¢esitlerinde siddetli

enfeksiyonlara yol agmaktadir. Enfeksiyon meyvelerde, dallarda, yapraklarda ve



koklerde goriilebilir. En agir enfeksiyon meyve, siirgiin ve kok bdlgelerinde
goriilmektedir. Meyve yesil haldeyken enfekte olmasina karsin, olgunlasana kadar
hastalik belirtileri goriilmez. Ilk lezyonlar ¢okmiis ve dairesel haldedir ve genisledikge
i¢ ice halka isaretleri ile ¢okmiis hale gelir. Lezyon merkezleri ten rengine gelir ve ¢ok
sayida koyu leke (mikro sklerotlar) gelisir. Nemli havada, lezyon ylizeyi lizerinde
camurlu, pembe, jelatinimsi bir kiitle halinde ¢ok sayida konidiyum gelisir. Enfekteli
koklerde kahverengi lezyonlar gelisirken, kok ylizeyinde mikrosklerotlar gelisir. Bu
hastalik belirtilerinden dolayi, siyah lekeli kok ¢iirtikliigi adim1 da almistir. Bu
belirtilere bitkilerin tiim vejetatif ve generatif organlarinda rastlanmaktadir. Meyvelerde
belirtiler dairesel, kahverengi-siyah, nemli lezyonlar olarak ortaya ¢ikmistir. Avokado
bahgesinde, yere dokiilen yapraklar ve agacta kalan, yaprak ayasinda ve yaprak
kenarlarinda ortaya ¢ikan biiylik kahverengi nekrotik lezyonlar seklinde belirtiler
goriilmustiir (Uysal ve Kurt, 2019).

Colletotrichum spp. ait fungal hastalik etmenleri diinyada ekonomik 6neme sahip
pek ¢ok konukgu bitkilerde %10-80 oraninda degisen verim ve kalite kayiplarina neden
olan “ilk 10 patojen” arasinda yer alan taksonomik olarak olduk¢a kompleks bir yapiya
sahip hastalik etmenidir (Dean ve ark. 2012). Colletotrichumcinsine dahil farkli
tirler3000 farkli bitki tiirlinde hastalik olusturdugu bilinmektedir (Damm ve ark.
2012a,b; Farr ve Rossman, 2020). Biinyesinde 100 den fazla kompleks tiirleri barindiran
Colletotrichumcinsi ayni konukguda farkli tiirler veya farkli tiirlerde ayni etmen
tarafindan hastalik olusturulabilir (Cannon ve ark., 2012). Yaygin tiirii olan C.
gloeosporioides tiirkompleksi aralarinda turunggil ve avakodo olan bitkilerde 30 farkli
tirii barindirir (Huang ve ark., 2013). Son yillarda morfolojik 6zelliklerin yeterli
olmamasi nedeniyle, ITS, GAPDH, ACT, CAL, CHS-1, HIS3 and TUB2 gibi
mikroorganizmalarin belirli korunmus gen bolgelerine spesifik primerlerin kullanildig:
Multilokus Sekans Analizlerin (MLSA) yapildigi molekiiler ¢alismalarla tiir kompleksi
daha detayli incelenmistir. Yapilan molekiiler ¢alismalar sonucunda Colletotrichum
acutatum J. H. Simmonds, Colletotrichum boninense Moriwaki, Toy. Sato & Tsukib. ve
C. gloeosporioides (Penz.) Penz. & Sacc gibi 3 adet oldukga detayli bir sekilde
tanilanmigtir (Damm ve ark., 2012; Weir ve ark., 2012; Guarnaccia ve ark., 2017). Bu
tirlerin diinyada oldugu gibi iilkemizde yetistirilen gesitli subtropik meyvelerden

turuncgil, nar ve avokado agaglarinda dal, siirgiin yanikligi, yapraklarda ve meyvelerde



nekrotik lekelenmeler seklinde ortaya c¢ikan hastalik belirtilerine neden oldugu
bildirilmistir (Uysal ve Kurt, 2018a,b; Uysal ve Kurt, 2019a,b; Kurt ve ark. 2020; Farr
ve Rossman, 2020).

Ulkemizde yetistirilen turunggillerde ve avokado agaglarinda son yillarda tespit
edilen bir yeni tiiriin yapilan molekiiler analizler sonucunda C. gloeosporioides’in
yanisira C. karstii oldugu bildirilmistir (Uysal ve Kurt, 2018a,b; Uysal, 2019; Uysal ve
Kurt 2019a,b; Uysal ve Kurt, 2020). Soérvey yapilan bolgelerde turunggil ve avokado
agaclarinda hastalik etmeninin diger Colletotrichum spp. tarafindan olusturulan
belirtilere benzer sekilde dal, siirgliin yanikligi, yapraklarda ve meyvelerde nekrotik
lekeler ve bu lekelerin ortalarinda tipik aservulus yataklar1 seklinde ortaya ¢ikan

hastalik belirtilerine neden olmustur (Sekil 1.4).

Sekil 1.4. Hatay iliturunggil (A-C) ve avokado (D-F) iiretimi yapilan alanlardaki
agaclarin siirgiin, yaprak ve meyvelerde C. karstii hastalik etmeni tarafindan olusturulan
tipik hastalik belirtileri (ok)



Turunggil ve avokado iiretim alanlarinda antraknoz etmeni C. karstii’ye karsi
miicadele  yontemlerinin  arastirilmast  konusunda  kapsamli  bir  ¢alisma
bulunmamaktadir. S6z konusu hastalik etmeni C. karstii ile yapilmis bir miicadele
calismas1 olmamakla birlikte, diger baz1 Colletotrichum spp. ile miicadelede genelde
kisith sayida yapilan ¢alismalarda bazi fungusitlerin etkinligi arastirilmig olup, hastalik
etmenine kars1 test edilen fungusitlerin etkinligi olduk¢a degisken olmakla birlikte, test
edilen bir¢ok fungusitin etkinliklerinin diisiik diizeylerde oldugu bildirilmistir (Uysal ve
Kurt., 2019b). Antraknoz hastalik etmenleriyle kimyasal miicadele olduk¢a zor olmakla
birlikte, genelde thiophanate-methyl, benzimidazoles ve dithiocarbamategrubuna dahil
fungusitler (mancozeb), ergosterol synthesis engelleyciler (e.g., difenoconazole,
myclobutanil and prochloraz) gibi sentetik fungusitlerle miicadele edilmeye
calisilmaktadir (Hu ve ark., 2014). Antraknoz hastaligida dahil olmak iizere bitki fungal
ve bakteriyel kokenli hastaliklara kars1 kimyasal miicadele kullanilan ilaglarminsan ve
hayvan sagligina olan olumsuz etkilerinin yani sira g¢evredeki hedef dis1 faydal
organizmalara olumsuz etkisi, iriin tizerinde neden oldugu kalinti sorunu, hedefteki
hastalik etmenlerinin kullanilan fungusitlere karsi dayaniklilik gelistirmesi gibi
olumsuzluklarkimyasal uygulamalardan beklenen basariy1 saglayamaktadir(Zheng ve
ark., 2013; Sonker ve ark., 2014; Ramdial ve ark., 2017). Guniimiizde bilingli
tilketicilerin sentetik kimyasallarin insan sagligina ve ¢evreye verdigi zarar hususunda
bilingli olmasinin yani sira gelismis iilkelerde pestisit uygulamalaria getirilen ¢esitli
yaptirnm ve sinirlamalar, kullanilan kimyasallara karst funguslarin kisa siirede
dayaniklilik gelistiren yeni 1rk/izolatlarin ortaya ¢ikmasi gibi olumsuzluklarindan dolay1
s0z konusu fungal etmenlerle miicadelede kimyasal pestisitlere alternatif ¢evre dostu,
yeni miicadele yontemlerinin arastirilmasi zorunlulugunu ortaya ¢ikarmistir (Soliman ve
Badeaa, 2002; Zheng ve ark., 2013).

Son yillarda tarimsal Oneme sahip bitkisel {riinlerde sorun olan fungal
hastaliklarla kimyasal miicadeleye alternatif yontemlerin 6nem verilmeye baslanmistir.
S6z konusu hastaliklarla kimyasallara alternatif yontemler olarak; (i) bitkilerden, kok
ve kok bolgesindeki topraktan (rizosfer) izole edilen antagonist ve bitki geligsimini
tesvik eden (PGP, Plant Growth Promoting) bakteriyel (PGPB) ve fungal (PGPF)
mikroorganizmalarin kullanildigi biyolojik miicadele; (ii) bitkisel (bitki ekstrakt ve

ucucu yaglar) ve hayvansal (propolis vb) kokenli antimikrobiyal bilesenler; (iii) biyotik
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ve abiyotik uyaricilarin kullanildigr “sistemik tesvik edilmis dayaniklilik (SAR)” s6z
konusu hastaliklarla miicadelede kimyasal pestisitlere alternatif miicadele yontemlerin
basinda gelir (Sturz ve ark., 2000; Fravel, 2005; Conrath, 2006; Bakkali ve ark., 2008;
Siilii ve ark 2016; Kumari ve ark., 2017; Dimkic ve ark., 2022).

Her ne kadar hastalik etmeni Colletotrichum spp.’nin bildirildigi diger iilkelerde
kisitlt sayida miicadele ¢alismalar1 olmakla birlikte, bolgemiz i¢in oldugu kadar iilkemiz
iginde yeni rapor edilen antraknoz hastaligi etmeni Colletotrichum karstii’ye kars1 gerek
iilkemizde gerekse diger iilkelerde yapilmis herhangi bir biyolojik miicadele ¢alismasi
bulunmamaktadir. Diger yandan, hastalik etmenin misel gelisiminin engellenmesi
tizerine limon otu (Cymbopogon citratus) ve nane (Mentha piperita) bitki ugucu yagi ile
yapilmis in vitro ¢alismalar (de Oliveira ve ark., 2017; Oliveira ve ark., 2018) disinda
ucucu yaglarin  antifungal etkinliginin  arastirildigit  herhangi bir c¢alisma
bulunmamaktadir.

Bu ¢alismada Hatay ili turunggil ve avokado yetistiriciligi yapilan alanlarda yakin
zamanda hastalik etmeni olarak bildirilen C. karstii ile organik tarima temel teskil
edecek kimyasallara alternatifmiicadele yontemleri arastirilmistir. Bu kapsamda, Hatay
ilinin farkli bolgelerinde dogal olarak yetisen karabas kekik (Thymbra spicata var.
spicata L.), kaba kekik (Thymus serpyllum L.), Suriye Kekigi (Origanum syriacum L.
var. bevanii), limon otu (Lippia citriodora L.), greyfurt kokulu nane (Mentha x piperita
f.sp. officinalis L. var. 'Aura'), mercankosk (Origanum majorana L.), okaliptiis
(Eucalyptus camaldulensis Dehnh.), rezene (Foeniculum vulgare Mill.), turung (Citrus
aurantium L.) ve caksir (Ferula communis L.) gibi tibbi ve aromatik bitki ugucu
yaglarin ile saglikli turunggil ve avokado agaglardan izole edilen endofit ve epifit

antagonist bakteritiirlerininin vitro antifungal etkinlikleri belirlenmistir.
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2. ONCEKIi CALISMALAR

2.1. Hastalk Etmeni C. karstii’nin Diinya ve Ulkemiz Genelindeki Durumu ile

Ilgili Cahsmalar

Peng ve ark. (2012), Cin’in Guizhou ve Yunnan illerinde yetistiriciligi yapilan
Turunggil agaglarmin hastalik belirtisi gosteren yapraklarindan toplam 38 farkl
Colletotrichum izolat1 elde etmislerdir. Elde edilen izolatlarla yapilan morfolojik ve
multi lokus sekans analizi (MLSA) calismalar1 sonucunda en yaygin tiiriin 29 izolat ile
C. gloeosporioides oldugu, bu tiirii sirasiyla 2’ser izolatla C. fructicolaveC. karstii, 1’er
izolatla C. boninense, C. brevispora, C. simmondsii ve C. murrayae tiirlerinin izledigi
bildirilmistir. Colletotrichum murrayae tiiriiniin Cin’de yetisen turunggil agaglarinin
yapraklarinda hastaliga neden oldugu ilk kez bu ¢alisma ile bildirilmistir.

Huang ve ark. (2013), Cin’in Onemli turunggil yetistiriciliginin yapildig
bolgelerdeki hastalikli Citrus ve Fortunella tiri agaglardan yaptiklart 312 farkli
Colletotrichum izolat1 elde etmisler, elde edilen izolatlarla detayli morfolojik ve ACT,
TUB2, CAL, GAPDH, GS, ITS gen bolgelerine spesifik primerlerin kullanildig
molekiiler tanilama c¢alismalar1  sonucunda Colletotrichum izolatlarinin, C.
gloeosporioides tiir kompleksi, C. boninense tiir kompleksi, C. acutatum tiir kompleksi
ve son olarak C. truncatum tir kompleksi olmak iizere 4 biiyiik tiir kompleksine ait
olduklarini belirlemislerdir. C. gloeosporioides tiir kompleksininC. gloeosporioides ve
C. fructicola, C. boninense tiir kompleksinin C. karstii ve yeni bir tiir olan C. citricola,
C. acutatum tiir kompleksinin ise yeni bir tiir olarak belirlenen C. citri tiirlerini
igerdigini bildirmislerdir. Izolatlarin turunggil meyvelerinde yapilan patojenite testi
sonucunda C. gloeosporioides, C. fructicola ve C. truncatum patojen olarak
belirlenmistir.

Aiello ve ark. (2015), Giiney italya’nmn Catania, Siracusa ve Enna illerinde yetisen
turunggil agacglarin hasat oncesi dal, siirgiin, yaprak ve meyvelerinde nekrotik leke ve
kurumlara neden olan 56 fungus izolatin morfolojik ve molekiiler tanilama ¢aligmalari
sonucunda 44 tanesinin C. gloeosporioides, 12 tanesinin ise 44 tanesini C. Kkarstii

oldugunu belirlemislerdir.
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Ramos ve ark. (2016), Portekiz’de liman agaclarinin siirglinlerinde geriye dogru
O6lim ve kurumlara neden olan muhtemel hastalik etmenlerini aragtirdiklar:
caligmalarinda, izole edilen fungal etmenlerinin ileri molekiiler teknikler ile C.
gloeosporioides ve daha onceden C. boninense tiir kompleksinden aktarilmis olan
Colletotrichum karstii olarak teshis etmislerdir. S6z konusu iki fungal tiiriin farkli
turuncgil tlir/cesitlerin hastalikli siirgiin, yaprak, cigek, meyvelerinde izole edilmisdir.
Ulkede her ne kadar yaygim tiir olarak daha onceden bildirilen C. acutatum yapilan
sorveylerde hastalikli dokularda tespit edilmemistir. Hastalik etmenlerinden yaygin
tiriin %87 ile C. gloeosporioides oldugu, limonda siirgiin ve dallarda kurumalarin
genelde C. karstii tarafindan neden olunurken, C. gloeosporioides sadece ¢igeklerden
izole edilmistir. Yapilan patojenite c¢alismalarinda Colletotrichum karstii ve C.
gloeosporioides portakallarin yaprak, ¢igek ve meyvelerinde hastalik olustururken
referans C. acutatum izolat1 test edilen turunggil gesitleri arasinda sadece lime limon
¢esidinin ¢igek ve yapraklarinda hastalik olusturdugunu bildirilmistir.

Douanla-Meli ve ark. (2017), 17 farkli cografik bolgede yetisen 9 farkli turunggil
cesidinden elde ettikleri 454 farkli Colletotrichum izolatlariin tanilanmasi
calismalarinda, ACT, ApMat, CHS-1, GAPDH, ITS, TUB2 gen bdlgelerine spesifik
MLSA sonucunda, Colletotrichum gloeosporioides, Colletotrichum karstii ve
Colletotrichum siamense tiirlerini belirlemislerdir. Colletotrichum tiirlerinin yayginligi
ve hastalik siddetlerinin turuncgil cesitlerine gore degisiklik gdsterdigi, en yogun ve
siddette hastaligin portakal (Citrus sinensis) agaglarinin meyvelerinde oldugunu
bildirmiglerdir. En yaygin tiirC. Gloeosporioidesolurken bu tiirii C. siamense’nin takip
ettigi belirlenmistir.

Guarnaccia ve ark. (2017), Avrupa iilkelerinde yetisen turuncgil agaclarinda sorun
olan Colletotrichum izolatlarinin genetik g¢esitliligi {izerine detayli bir c¢alisma
yapmiglardir.  Sorveyler 2015-2016 yillarinda  Avrupanin = 6nemli  turunggil
yetistiriciliginin yapildigi Yunanistan, italya, Malta, Portekiz ve Ispanya iilklerinde
yapilmis ve yapilan izolasyonlarda 174 izolat toplanmistir. ITS, GAPDH, ACT, CAL,
CHS-1, HIS3 ve TUB2 genlerine spesifik multilokus sekans analiz (MLSA) sonucunda,
Colletotrichum izolatlarinin Colletotrichum gloeosporioides, C. helleniense ve C.
hystricis olmak {izere 3 6nemli tiir kompleksine ait olduklarini belirlemislerdir. Yapilan

detayli ¢alismalarda Colletotrichum karstii, C. novae-zelandiae ve iki 6énemli diger tiir
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(C. catinaense ve C. limonicola) C. boninense tiir kompleksi i¢inde oldugu, C. acutatum
olarak belirlenen izolatin ise C. acutatum tiir kompleksine dahil oldugunu bildirilmisdir.
Elde edilen sonuglara gore, Colletotrichum gloeosporioides ve C. karstii’nin izole
edilen ve tanilanan Colletotrichum tiirleri arasinda en yaygin tiirler oldugu, C. acutatum
Avrupadaki Turunggillerde ilk kez belirlendigini, benzer sekilde, C. novae-zelandiae
tiiriintinde Yeni Zelanda disinda ilk kez Avrupa’da tespit edildigini bildirmislerdir.

Daoud ve ark. (2019), Tunus’un kuzey bolgesindeki énemli Turunggil iiretim
alanlarinda dal ve siirgiinlerde kurumalara neden olan hastalik etmenlerinin
belirlenmesine yonelik sorvey c¢alismalarinda kurumakta olan hastaliklt  bitki
orneklerinden 7 farkli tek spordan tiiretilmis fungal etmen izolati elde etmislerdir.
Yaptiklart morfolojik ve molekiiler ¢aligmalar sonucunda 7 izolattan 6 tanesinin C.
gloeosporioides, 1 tanesininde C. karstii oldugunu belirlenmistir. Elde ettikleri sonuca
gore hastalik etmeni C. Kkarstii Tunus’da yetisen turunggillerde hastaliga neden
oldugunun ilk kaydidir.

Mayorquin ve ark. (2019), Kalifornia vadisinde turunggil dal, siirgiin ve
yapraklarinda kurumalara neden olan fungal hastalik etmenlerinin arastirdiklari
caligmalarinda, kurumalardan sorumlu fungal tiirlerden birinin C. gloeosporioides,
digerinin ise daha once bildirilmemis bir etmen oldugunu gdzlenmistir. Yaptiklari
detayli morfolojik ve molekiiler analizler sonucunda Kaliforniya Vadisinde yetisen
turuncgil agaclarin dal ve siirglinlerde kurumalara neden olan s6z konusu etmenlerin C.
gloeosporioides ve Colletotrichum Kkarstii olduklarini, etmenlerden Colletotrichum
karstii’nin bolge i¢in ilk kez bildirildigini rapor etmislerdir.

Uysal ve Kurt (2019), lilkemizin Akdeniz bolgesinde yetistiriciligi yapilan limon
ve mandarin bahgelerinde 2011 yilinda yapmis olduklar1 srevler sirasinda agaclarin
siirglin ve yapraklarda kurumalara neden olan hastalik etmenini izole edip, standart
morfolojik ve molekiiler yontemler kullanarak etmeni Colletotrichum Kkarstii olarak
teshis etmislerdir.

Ferreira ve ark. (2020), topraktan izole edip tanimladiklar1 farkli Trichoderma spp
turunggil meyvelerinde hasat sonrasi 6nemli ¢iiriime ve kayiplara neden olan fungal
hastalik etmenlerinden Penicillium digitatum, Alternaria alternata ve Colletotrichum
gloeosporioides’e karst biyolojik miicadelede kullanim olanaklarini aragtirmislardir.

Izolasyonlar sonucunda 7 izolati Trichoderma harzianum, T. guizhouense, T.
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atrovirideve T. koningiopsis olarak teshis etmis olup, bu izolatlardan 5 tanesinin fungal
etmenlere kars1 in vitro antagonistik etkinlik gosterdiklerini belirlemislerdir. izolatlar
arasinda T. harzianum IC-30 izolatinin hasat sonu ¢iirimeleri %80 oraninda engellemek
suretiyle en iyi etkinlik gosteren etmen oldugun bildirilmistir. Bu izolatin kitinaz ve
glukinaz enzim aktivitesi gostermek suretiyle antagonistik etkinlikte bulundugunu
belirlenmistir.

Uysal ve Kurt (2020), 2016 yilinda yapmis olduklar1 sorveyler sirasinda
tilkemizin Akdeniz bolgesinde yetistiriciligi yapilan Avokado (Persea americana Mill.)
agaclarinin yapraklarinda kurumalara neden olan fungal hastalik etmenini yaprak
tizerinde olusturulan nekrotik lekelerden izole etmislerdir. Elde edilen fungal izolatlar,
standart morfolojik ve ITS, GAPDH ve ACTIN gen bolgelerine spesifik multi lokus
sekans analizlerin (MLSA) kullanildigt molekiiler yontemler kullanarak yapilan
tanilama caligsmalar1 sonrasindaColletotrichum KkarstiiTiirkiye’de yetisen avokadolar

i¢in ilk kez hastalik etmeni olarak rapor edilmistir.

2.2. Antraknoz Hastahk Etmenleri (Colletotrichum spp.)ile Kimyasallara

Alternatif Miicadele Konusunda Yapilan Calismalar

Colletotrichum un farkli tiirlerinin neden oldugu antraknoz hastaliklari, hem
derim Oncesi bahge kosullarinda hem de derim sonrast depo kosullarinda Snemli
kayiplara neden oldugu i¢in bu fungal patojen lizerinde bilimsel ¢aligma yapilmasi
zorunlu duruma gelmektedir. Diinya genelinde turunggil ve subtropik diger meyve
agaclarinda sorun olan antraknoz hastaliklarinin miicadelesinde yaygin ve pratik olarak
farkli etkili maddeye sahip fungisitler kullanilmaktadir. Baz1 Colletotrichum spp. ile
kimyasal miicadelede ¢alismalarinda, hastalik etmenine karsi test edilen fungusitlerin
etkinliginin oldukga degisken etkinliklerde ve diisiik diizeylerde oldugu bildirilmistir
(Uysal ve Kurt., 2019b). Sili’de yetistirilen biber meyvelerinde sorun olan antraknoz
hastalig1 icin azoxystrobin (Quadris), trifloxystrobin (Flint) ve pyraclostrobin (Cabrio)
gibi fungisitler onerilmektedir (Alexander ve Waldenmaier, 2002; Lewis ve Miller,
2003).

Yapilan literatiirincelemelerinde iilkemiz ve bolgemizde yeni rapor edilen

antraknoz hastaligi etmeni Colletotrichum karstii’ye karsi gerek iilkemizde gerekse
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diger ilkelerde yapilmis herhangi bir biyolojik miicadele ¢alismasi bulunmamaktadir.
Hastalik etmenin misel gelisiminin engellenmesi iizerine bitki ugucu yag ve oziitlerin
antifungal etkinligi konusunda ise sadece 2 ¢alismaya rastlanilmistir. Farkli tilkelerde
turunggil, avakodo ve diger tarimsal oneme sahip iiriinlerde Colletotrichum spp.’ye
kars1 bitki ugucu yag ve biyolojik miicadele konusunda yapilmis ¢alismalar asagida
kronolojik siraya gore 6zetlenmistir.

Koomen ve Jeffries (1993), tarafindan yapilan ¢alismada mango agacinin meyve
ve yapraklarindan izole ettikleri potansiyel mikrobiyal antagonistlerin biyoetkinliklerini
fungal hastalik etmeni Colletotrichum gloeosporiodes’e karsi arastirmislardir. Yapilan
izolasyonlar sonucunda toplam 648 fungal, bakteriyel ve maya izolati izole edilmis, tim
izolatlarin antagonistik etkinligi malt 6ziitii agar (MAE) iizerinde C. gloeosporioides’e
kars1 test edilmistir. Yapilan in vitro antagonistik etkinlik testlerinde bitki/bolgeyi
temsilen 121 bakteri izolati segilerek fungal hastalik etmeninin misel gelisimini ve
konidi ¢imlenmesini dnleyici yetenekleri belirlenmistir. Bu izolatlardan 45 bakteri ve
maya izolatinin spor ¢imlenmesini engelledigini bildirilmistir. Se¢ilmis izolatlar yapilan
in vivo testlerde yapay olarak C. gloeosporioides ile enfekteli mango meyvelerinde
antraknoz hastaliginin gelisimini engelleme yetenekleri acisindan degerlendirilmistir.
Filipinler'de taze hasat edilmis meyvelerde kullanilmak iizere 45 izolat arasindan yedi
izolat segilmistir. Sonraki denemeler i¢in segilen iki potansiyel bakteri izolat1 Bacillus
cereus 204 ve Pseudomonas fluorescens 558 olarak tanilanmustir. Her iki izolat ticari
kosullarda hasat sonrast denemelerde, yayici yapistirici, pepton, meyve mumu veya
sakkaroz polyester ilavesi dahil olmak iizere farkli uygulama yontemleriyle
kombinasyon halinde kullanilmigtir. Bacillus cereus 204 izolatinin uygulandigi
meyvelerde hastalik gelisiminde herhangi bir azalma goriilmezkenPseudomonas
fluorescens 558 izolatinin uygulandigi meyvelerde antraknoz gelisimi onemli diizeyde
baskilanmistir. Bakterilerin igerisine yayici yapistirici, pepton, meyve mumu veya
sakkaroz polyester ilave edildikten sonra yapilan uygulamalarda hastalik cikisinin
engellenmesi a¢isindan bir farkin gériilmedigi bildirilmistir.

Korsten ve ark. (1995), Fuerte ¢esidiavokadoyapraklari ile meyve yiizeylerinden
izole edilen epifit bakterilerin, fungal hastalik etmeni olan Dothiorella aromatica'ya
kars1 in vitro kosullarda antagonistik etkilerini belirledikleri ¢alismada, 33 farkli bakteri

izolatinin Colletotrichum gloeosporioides, Thyronectria pseudotrichia, Phomopsis
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perseae, Pestalotiopsis versicolor, Fusarium solani'ye karsi antibiyoz igin test
etmiglerdir. Test edilen hastalik etmenlerine karsi en yiiksek antagonistik etkinligi
sergileyen izolatin Bacillus subtilis B246 oldugunu bildirmislerdir. Bacillus subtilis’in
farkl1 konsantrasyonlarinin ticari mumlama soliisyonuna (Tag-wax) eklendiginde,
meyvelerde Dothiorella/Colletotrichum hastalik kompleksi tarafindan neden olunan
antraknoz, meyve c¢lrikligli ve govde ucu clirtikligii gibi hastalik belirtilerinin
kullanilan bakteri slispansiyonlarin konsantrasyonlarina bagli olarak onemli diizeyde
azaldigi  belirlenmistir.  Yapilan bu g¢alismanin  sonuglarina gore Bacillus
subtilisizolatinin hasat sonrasi hastaliklarin baskilanmasindaoldukga tatmin edici
performans sergiledigi belirlenmistir.

Yoshida ve ark. (2001), yapmis olduklar1 caligmada saglikli dut yapraklarindan
elde ettikleri antagonist bakteri izolat1 Bacillus amyloliquefaciens RC-2’in sivi besi
yerinde trettigi kiiltiir filtratinin (CFC) antagonistik oOzelliklerini dut bitkisinde
antraknoza neden olan fungal hastalik etmeni Colletotrichum dermatium'a kars: in vitro
ve in vivo calismalarda ortaya koymuslardir. Antagonist bakteri izolati olanBacillus
amyloliquefaciens’in besi ortaminda fungal hastalik etmenini engelledigini ve s6z
konusu engellemenin  bakteri tarafindan dretilen antifungal bilesiklerden
kaynaklandigin1 bildirmislerdir. Yapraklarin iizerinde fungal etmenin gelisimi, sadece
CFC’nin bitkiye hastalik etmeni inokule etmeden once uygulandiginda etkili olurken
hastalik etmeni inokule ettikten sonra uygulamada hastalik ¢ikisinin engellenmesinde
basarili olamadigini belirlemislerdir. Sonug olarak, bakteri CFC’nin igerisinde bulunan
antifungal bilesiklerin hastalik {izerinde engelleyici bir etkisi oldugunu gostermistir.
Besiyerine Pepton’un ilave edilmesi antifungal bilesiklerin iiretimini 6nemli diizeyde
artttrmustir. Farkli hastalik etmenleri ile yapilan in vitro etkinlik galigmalarinda, RC-
2'nin hiicre kiltiiric  Colletotrichum dermatium’un yan1 sira Rosellinia necatrix,
Pyricularia oryzae, Agrobacterium tumefaciens ve Xanthomonas campestris pv.
campestris gibi farkli fitopatojenik fungal ve bakteriyel hastalik etmenlerin in vitro
gelisimini engellemede etkili oldugu belirlemislerdir. Niikleer Manyetik Resonans
(NMR) ve hizli atom bombardimani yontemlerinin kullanildig1 analizler sonucu CFC
icerinde yedi farkli bilesenin bulundugu, bunlardan birinin cyclic petid yapida olan

iturin A oldugu belirlenmistir.
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Yoshida ve ark. (2002), dut meyvesinde Colletotrichum dematium'un neden
oldugu antraknoza kars1 etkili miicadele yontemlerinin gelistirmek i¢in hastalikla ilgili
ekolojik ve biyolojik miicadele caligmalar1 yapmislardir. Saglikli dut yapraklarindan
yapilan izolasyonlar sonucunda Bacillus amyloliquefaciensRC-2 izolati potansiyel
antagonist adayi bakteri olarak izole edilmistir. Bakteri tarafindan gosterilen
antagonistik etkinligin bakteri tarafindan iiretilen antifungal bilesiklerden kaynaklandig1
belirlenmistir. Bakteri izolat1 tarafindan {iretilen yedi c¢esit antifungal bilesik
saflagtirilmis olup, bunlardan biri iturin A2 olarak tanimlanmistir. Antagonistik
mekanizmalarma bagli olarak, RC-2'nin hastalik ¢ikisinin  engellemesi igin
uygulamalarin topraga yakin yapraklara yapilmasi tavsiye edilmistir. Yapilan in vitro
caligmalarda, bakteri tarafindan iiretilen antifungal bilesiklerin C. dematium disinda
farkl fitopatojenik fungal ve bakteriyel hastalik etmenlere karsida etkinlik gostermesi
nedeniyle antagonist bakteri izolatinin tiiretmis oldugu antimikrobiyal bilesiklerin
hastalik miicadelesinde ¢ok yonlii biyofungusit olarak kullanilabilecegini bildirilmistir.

Kim ve ark.(2004), tarafindan yapilan ¢alismada Colletotrichum gloeosporioides
dahil fungal hastalik etmenlerin biyolojik miicadelesinde etkili bir antagonist izole
etmeyi, sonrasinda ise antagonist tarafindan lretilen antifungal bilesenin saflagtirmasi
ve karakterize edilmesi amaglanmistir. Biber antraknozuna karsi antifungal aktivite
gosteren bakteriler arasinda en yiiksek etkinligi topraktan izole edilen Bacillus
thuringiensis CMB26 izolat1 gostermistir. Antagonist B. thuringiensis izolatindan izole
edildikten sonra saflagtirilan lipopeptid’in “fengisine” isimli bilesigine benzerlik
gosterdigi bildirilmistir. Elde edilen lipopeptid bilesiginin, bir biyolojik miicadele
etmeni olarak islev gorebilmesinin yaninda fungisidal, bakterisidal ve bocek 6ldiiriicii
aktivite sergiledigide belirlenmistir. Biyolojik miicadele etmenlerinden klasik olarak
izole edilen bilesiklerden biri olan stirfaktin ve iturin ile ikisi karsilastirildiginda, B.
thuringiensis’dan elde edilen lipopeptid’in, fitopatojenik etmenlere karsi daha giiglii
antifungal aktiviteye sahip oldugu bildirilmistir. Elde edilen sonuglara gore lipopeptit
Fengisin’in, siirdiiriilebilir tarimda patojenlerin biyolojik miicadelesi i¢in aday bir dogal
bilesen oldugu tavsiye edilmistir.

Gunasinghe ve ark.(2004), yapmis olduklar1 ¢aligmalarinda Flavobacterium sp.
vePantoea aglomerans tiirlerine ait 2 farkli bakteri izolatinin muzlarda tag¢ ¢tirtikligii

hastaligir etmeni Colletotrichum musae ve Botryodiplodia theobromae (Lasiodiplodia
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theobromae) tizerindeki etkilerini belirlemek igin in vitro ve in vivo biyoetkinlik
calismalar1 yapmislardir. Biyokontrol etmeni izolatlar muz meyvesinde Tag
Ciriikliigiihastaligin - ¢ikisinin - engellenmesi  tizerine olan etkinliklerin, in vitro
kosullardaki  etkinliklere  kiyasla daha yiiksek oranlarda  gergeklestigini
gbzlemlemislerdir. Ince tabakali kromatografi-biyoanalizler sonucunda Flavobacterium
sp., tarafindan iiretilen antifungal bilesenlerin etkinliginininP.aglomerans tarafindan
iiretilen bilesenlere kiyasla daha etkili oldugunu belirlemislerdir. Bakterilerin sivi hiicre
kiltlirlerinde iiretmis olduklar1 bilesenlerin (CFCM) 1siya duyarli oldugu, otoklav
edilmis CFCM bilesiklerinin in vitro kosullarda misel gelisimi iizerindeki antifungal
etkinliginin kismen azaldigi, in vivo testlerde ise canli bakteri hiicre siispansiyonu
uygulanmis muz meyvelerinde hastalik cikis1 baskilanirken, CFCM uygulamalarinin
hastalik ¢ikisinin engellenmesi itizerinde etkili olamadigi kayit edilmistir. Antagonist
bakterilerinfakli antibiyotik iiretimelerine ragmen, P. agglomerans’in Tag¢ Ciiriikligii
hastaligim1 biiyiik Olciide baskilamis olmasi ortaya konulan antibiyozin bakterinin
antagonizmasini tam olarak aciklamamistir.Bakterilerden hazirlanan
biyoformiilasyonlar Tag¢ Ciirtikligii gelisimini azalttigi gibi muz meyvelerinin en az 6
ay boyunca etkili sekilde depolanmasina katkida bulunmustur. Uygulamalardan elde
edilen etkinlik fungusit Tiabendazol kadar etkili olmasa da iki lokal izolat, muz
patojenlerinin biyolojik miicadesine yonelik potansiyele sahip oldugunu gostermistir.

De Capdeville ve ark. (2007) papaya meyvesinin yaprak yiizeylerinden elde edilen
epifit mikroorganizmalarin biyokontrol etkinliklerini hasat sonrasi papaya meyvelerinde
antraknoz hasaligina neden olan Colletotrichum gloeosporioides’e karsi in vitro ve in
vivo kosullarda arastirmislardir. Izolasyonlar sonucu elde edilen 75 bakteri, 67 maya ve
22 fungus izolat1 elde edilmistir. Yapilan in vitro ¢alisamalarda C. gloeosporioide'nin
misel gelisimini engelleyen 30 maya izolat arasindan 7 izolatin etkinligi ayrica in vivo
kosullarda arastirilmak iizere secilmistir. Molekiiler ¢calismalar sonucunda Cryptococcus
magnus olarak tanimlanan CEN63 izolati, hastaligi baskilamada en etkili izolat olarak
belirlenmistir. Izolatin hastalik gelisimini énlemede basarili olabilmesi i¢in en erken 24
saat once uygulanmasinin gerektigi, 48 saat once yapilan uygulamanin ise en yiiksek
etkinlige sebep oldugu bildirilmistir. Yapilan in vitro ve in vivo ¢alismalar sonucunda,
C. magnus izolatinin ticari preparat olarak gelistirilme potansiyeline sahip aday bir

mikroorganizma oldugu bildirilmistir. Arastiricilar ¢evre dostu biyokontrol etmeni
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preparatinin gelistirilmesi i¢in saglam bir temel olusturmak {izere, bu maya izolatinin
fungisitlerle etkilesime girme kabiliyetine iliskin etki mekanizmalar1 {izerine ek
caligmalarin yapilma gerekliliginide 6nermislerdir.

Jayakumar ve ark. (2007), tarafindan seker kamis1 kirmizi ¢iiriikliigii hastaliginin
etmeni Colletotrichum falcatum miicadelesinde bitki ekstraktlar1 ve antagonist
mikroorganizmalarinin tek veya kombinasyon halinde kullanildigi bir biyolojik
miicadele c¢alismasi yapilmistir. Abrus precatorius ve Bassia latfolia yaprak ve
Curcuma longa rizom ekstraktlariin farkli konsatrasyonlarinin uygulandigi petrilerde
Colletotrichum falcatum’un misel gelisimi sirasiyla %80, %58 ve %57 oranlarinda
engellenmistir. Saks1 deneylerinde Pseudomonas fluorescens Md1 veya A. precatorius
ile ayr1 ayr1 muamele edilen seker kamis1 bitkileri iizerinde %20.1 ve %24.2 ile en
diisiik kirmiz1 ¢liriikliik hastalik oranlar1 goriiliirken, bitki ekstraktlarinin higbiri tarla
kosullarinda hastalik ¢ikisinin engellenmesi tizerine etkili olmadigini bildirilmistir. Bazi
bitki ekstraktlarin antagonist bakterilerle kombine olarak uygulandigi durumunda ise
hastalik ¢ikisinin gozle goriilebilir derecede kontrol altina alindigi belirlenmistir. Sonug
olarak, seker kamisi Kirmizi Ciriikligii Hastaliginin engellenmesi i¢in antagonist
mikroorganizmalarlar birlikte bitki bazli o6ziitlerin kombinasyon halinde tarlada
uygulandiginda daha etkili bir miicadele yontemi oldugu bildirilmistir.

Kefialew ve Ayalew (2008), tarafindan Etiyopya'nin farkli bolgelerinde yapilan
izolasyon c¢aligmalarinda organik kosullarda yetisen mango agaclarindan antagonist
etkiye sahip fungal ve bakteriyelizolatlar elde edilmistir. Elde edilen izolatlarin mango
antraknoz hastaligi etmeni Colletotrichum gloeosporioides'e karsi antagonistik etkileri
belirlenmistir. Calismada dort bakteri, bes maya ve iki fungal etmen izolatlarinin
antagonistik etkinliginin in vitro kosullarda degerlendirilmesi yapilmistir. izolatlarm
hiicre kiiltiirleri ve siispansiyonlar, in vitro olarak C. gloeosporioides'in spor
¢imlenmesinin ve hif gelisiminin 6nemli ol¢lide engelledigi bildirilmistir. Yapay olarak
hastalik etmeni ile inokule edilmis mango meyvesinde biyolojik miicadele etmeni
izolatlarin antraknoz hastalig1 siddetini etkili bir sekilde azalttigi gozlenmistir.
Brevundimonas diminuta B-62-13, Stenotrophomonas maltophilia L-16-12,
Enterobacteriaceae L-19-13, Candida membranifaciens F-58-22 ve B-65-23 nolu
izolatin dogal olarak enfekteli meyveler iizerinde hastalik ¢ikisini oldukca yiiksek

oranlarda engelledigi bildirilmistir. izolatlarin mango agaglarina tek bir uygulamasi ile
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hasat edilen meyve {izerinde antraknoz hastaliginin kontrolii i¢in olduk¢a {imit verici
potansiyele sahip oldugunu bildirmislerdir.

De Costa ve ark. (2008), Sri Lanka'da yetistirilen farkli muz agaglarinin meyve
yiizeylerinden elde ettikleri antagonist bakteri izolatlarinin biyokontrol potansiyellerini
antraknoz hastalik etmeni Colletotrichum musae'ya karsi arastirmiglardir. Yapilan
izolasyon g¢alismalar1 sonucunda elde edilen 44 bakteri ve 31 fungus kokenli toplam 75
biyolojik kontrol etmeni aday mikroorganizmanin %50'den daha fazlasi, in vitro
kosullarda C. musae kolonisinin gelisimini farkli oranlarda engellemislerdir. In vitro
kosullarda C. musae'ye karsi yiliksek diizeyde engelleme gosteren 32 bakteri izolati
arasindan segilen 4 farkli bakteri izolatin in vivo etkinlikleri yapay olarak enfekte
edilmistir muz meyveleri lizerinde daldirma yontemi ile belirlenmistir. Antagonist
bakteri siispansiyonu igine daldirilan enfekteli muz meyvelerinde antraknoz, tag
clirlimesi ve ¢icek burnu ¢iiriikligi ¢ikisinin 6nemli diizeyde engelledigi goriilmiistiir.
Test edilen 4 farkli izolat arasindan, Burkholderia spinosa ileriye doniik bir biyokontrol
etmeni olarak calismalarda kullanilmistir. Yapilan ¢alismalarda bakteri izolatinin Tag
Ciirtikliigi Hastaliginin engellenmesinde %86-98 oraninda yiiksek bir etkinlige sahip
oldugunu belirlemisdir. izolatlarin C. musae'nin yanisira diger fungal etmenleri olan B.
spinosa, C. gloeosporioide, Thielaviopsis paradoxa ve Botryodiplodia theobromae’nin
in vitro kosullarda misel gelisimini %45-73 oranlarinda engelledigi belirlenmistir.
Yapilan in vivo ¢alismalarda ise Burkholderia spinosa izolati ile uygulanan avokado,
mango ve ananas meyvelerinde antraknoz ve govde ucu ¢iiriikliigii hastalik ¢ikist %14-
34 oraninda engellemistir. Bu bulgulara dayanarak, B. spinosa'’nin muz meyvelerinde
hasat sonrasi hastaliklarinin biyolojik miicadelesinde kullanilma potansiyeline sahip
onemli bir aday biyolojik miicadele etmeni oldugu bildirilmistir.

Kim ve ark. (2009), tarafindan yapilan calismada, Kore’de ¢ay agaglarinin
filoplanindan izole ettikleri ve Bacillus subtilisBD0310 olarak tanilanan izolatin
antagonistik etkinligi fungal hastalik etmeni Colletotrichum theae-sinensis karsi
aragtirtlmistir. Arastiricilar ¢ay agaginda izole ettikleri Bacillus subtilis BD0310
izolatin1 daha sonra SC tipi formulasyonda biyofungisit olarak formiile etmislerdir.
Yapilan in vitro galismalarda bakteri izolatinin oda sicakliginda saklanan formiilasyon
icerisinde 12 ay boyunca canli kalabildigini, test edilen ¢ay bitkilerinde ruhsath

fungusitler arasinda sadece bakir siilfata karsi duyarli oldugu belirlenmistir. Serada
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yapilan uygulamalar, biyofungisitin hastaliga kars1 koruyucu ve iyilestirici etkiye sahip
oldugunu gostermistir. Tarla denemesi, biyofungisit ve kimyasal fungisitin alternatifli
seklinde uygulamalarinin, biyofungisit veya kimyasal fungisitin tek seklinde yapilan
uygulamasindan daha etkili oldugunu gostermislerdir. Bu ¢alisma, B. subtilis
biyofungisitinin, ¢ay tarlalarinda antraknozun biyolojik miicadelesi i¢in 6nemli agidan
etkili bir yontem oldugu gosterilmistir.

Alvindia ve Natsuaki (2009), Muz meyvelerinden izole edilen, biri kuru maya
koloni olusturan digeri kremsi beyaz kuru maya benzeri koloni olusturan bakteri
izolatlarini fungal hastalik etmeni Lasiodiplodia theobromae’ya karsi in vitroantagonist
etkinligini belirlemek igin ¢alismalar yapmislardir. Bacillus amyloliquefaciens olarak
tanimlanan izolatlarin, Lasiodiplodia theobromae etmenin yanisira tag ¢iirtikligi
hastaliklarina neden olan Thielaviopsis paradoxa, Colletotrichum musae ve Fusarium
verticillioides’e kars1 antagonistik etkinliklerini arastirmiglardir. B. amyloliquefaciens
olarak tanilanan bakteri izolati1 hastalik etmenlerine karsi in vivo ve in vitro etkinlik
caligmalarinda kullanilmistir. B. amyloliquefaciens izolatinin test edildigi tiim fungal
hastalik etmenlerinin misel gelisimini etkili bir sekilde durdurabilen antifungal
metabolit drettigi belirlenmistir. B. amyloliquefaciens izolatinin sivi besi yerinde
fungusun misel gelisimini ve konidi ¢imlenmesini 6nemli diizeyde engelledigi
bildirilmistir. Muz meyvelerine piiskiirtme seklinde uygulanan B. amyloliquefaciens
izolatinin uygulanmasindan 2 giin sonra muz meyvelerini kolonize ettigi, patojenle
arasinda interparazitik etkilesimin gerceklestigi gozlenmistir. Paketleme evlerinde
yapilan B. amyloliquefaciens uygulanmasi sonucunda, muz meyvelerinde tag ¢irtikligi
hastaliginin ¢ikisin1 fungisit uygulamasina kiyasla 6nemli diizeyde baskilandigi
bildirilmistir.

Ortega-Morales ve ark. (2009), fungal hastalik etmenlerinden Colletotrichum
gloeosporioides, Colletotrichum fragariae ve Fusarium oxysporum'a karsi Bacillus
mojavensis (3 farkli izolat1) ve Bacillus firmus izolatlarinin antagonistik etkinliklerinin
belirlenmesi amaciyla ¢aligmalar yapmiglardir. Calismada maya ekstrakt agar (YEA) ve
patates dekstroz agar (PDA) iizerinde fungal etmenlerin engellenmesi {izerine
bakterilerin farkli sekillerde uygulandig: ikili kiiltiir testleri yapilmistir. Genel olarak,
yapilan calismalarda YEA ortaminda gézlenen antifungal etkinligin PDA ortaminda
kaydedilen etkinlige kiyasla daha yiiksek oldugu kaydedilmistir. ikili kiiltiir testlerinde
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fungal hastalik etmenlerinden F. oxysporum, bakterilere karsi daha dayanikli (daha az
engelleme) hastalik etmeni olurkenC. gloeosporioidesantagonist bakteri izolatlarindan
daha fazla etkilenen (en hassas) hastalik etmeni oldugu belirlenmisdir. Bakteriler
tarafindan gosterilen antagonistik etkinliklerin 6n inkiibasyon siiresine bagli oldugu,
fungus inokulasyondan 1 giin once gelistirilen bakterilerin gostermis olduklari
antagonistik etkinligin, ayn1 giin birlikte yapilan ikili kiiltiir test sonuglarina gére daha
yiiksek etkinlik gosterdigi kaydedilmistir. Genel olarak antagonist izolatlar arasinda
gosterilen etkinligin istatistiksel olarak 6nemli diizeyde farklilik gosterdigi, Bacillus sp.
MC3B-22 izolat1 test edilen izolatlar arasinda en etkili izolat oldugu belirlenmistir. Bu
izolat tarafindan gosterilen etkinligin ticari preparat (KodiakA) etkili bileseni
BacillussubtilisG03’den daha yiiksek diizeyde oldugu gozlenmistir. Biyolojik miicadele
etmeni Bacillus sp. MC3B-22 izolatinin ayrica invivo testlerde hastalik etmenini basarili
bir sekilde baskilayarak hastalik ¢ikisini engelledigi bildirilmistir.

Gunasinghe ve ark. (2009), yapmis olduklar1 ¢alismada, muz bitkisinde tag
clrimesine neden Colletotrichummusae ve Lasiodiplodiatheobromae’a karsi
Pantoeaaglomerans ve Flavobacterium sp. antagonist etkiye sahip oldugu
gozlemlenmistir. Yapilan mevcut arastirmada, bakteri izolatlar1 tarafindan hastaligin
baskilanmasinda kullanilan biyo-kontrol mekanizmalar1 belirlenmistir. Aragtiricilarin
elde ettikleri sonuglara gore, hastalik etmeni L. theobromae daha viriilent hastalik
etmeni oldugu, antagonist bakterilerden C. musae’ya kiyasla daha az etkilendigi
gozlenmistir. Antagonist izolatlarin konidi ¢imlenmesinin engellenmesinde canl
hiicrelerinin gdstermis oldugu etkinliginin, hiicresiz kiiltiirlerine kiyasla daha yiiksek
diizeyde oldugu bildirilmistir. Yapilan arastirmalarda bakterilerin liretmis olduklar1 ve
konidi ¢imlenmesi iizerinde antifungal etkiye sahip bilesiklerin 1s1ya kars1 dayanikli,
miseller lizerinde etkili olan bilesiklerin ise 1siya dayaniksiz oldugunu belirlemislerdir.
Elde edilen sonuglar, gelecekte antagonist bakterilerle yapilacak saha aragtirmalarinda
antifungal bilesiklerin biyoetkinlikteki rollerine dikkat edilmesinin gerekliligini
Onermistir.

Slininger ve ark. (2010), tarafindan yapilan ¢alismada patates yumrularinda kuru
ctrtikliik, pembe c¢iiriikliik ve ge¢ yaniklik gibi 6nemli patates hastaliklarinin biyolojik
miicadelesinde Pseudomonasfluorescens S11: P: 12, P22: Y: 05 ve S22: T: 04 ve

Enterobactercloacae S11: T: 07 izolatlariin farkli uygulama seklindeki etkinlikleri
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arastirilmistir. Calismalarda bakteriler ayr1 ayri gelistirilip daha sonra karigtirma veya
ayni besi yeri icinde birlikte gelistirildikten sonra yumrulara uygulanma sekillerinde
uygulanmistir. Elde edilen sonuglara gore, 3 izolatin birlikte gelistirilmesiyle elde edilen
bakteri silispansiyonun etkinliginin 3 hastaligin c¢ikisinda ve  filizlenmenin
engellenmesinde en etkili uygulama oldugu, bakteri izolatlarin birlikte kiiltiire
alinmasinin bakterilerin etkinliginde sinerjik katki sundugunu bildirmislerdir. Calisma
sonucu arastiricilar bakterilerin ayr1 ayr1 gelistirilip daha sonra karistirilmasindan ziyade
birlikte kiiltiire alinmasinin daha etkili bir uygulama sekli oldugu kaydedilmistir.

Zivkovic ve ark. (2010), tarafindan yapilan c¢alismada, farkli meyvelerde

antraknoz hastaligina neden olan Colletotrichumacutatum ve
Colletotrichumgloeosporioides etmenlerine kars1 Trichodermaharzianum,
Gliocladiumroseum, Bacillussubtilis, Streptomycesnoursei ve

Streptomycesnatalensis’den olusan bes farkli biyolojik miicadeleetmeninin antagonistik
aktiviteleri, invitro kosullar altinda incelenmistir. Colletotrichum izolatina karsi
uygulanan ikili kiiltiir testinde mikrobiyal antagonistlerin, misel gelisimi ve konidi
¢imlenmesin yiiksek derecede engellendigi gézlenmistir. Test edilen izolatlar arasinda
iki Streptomyces tiirtiniin hastalik etmenleri C.acutatum ve C. gloeosporioides’e karsi
en etkili antagonisit bakteri tiirleri oldugunu bildirmistir. Bu ¢aligmanin sonuglarina
gore, T. harzianum, G. roseum, B. subtilis, S. natalensis ve S. Noursei izolatlari
meyvelerde antraknoz hastaligina karsi onemli etkinlikler gosteren biyolojik kontrol
etmeni olarak tanimlanmustir.

Kupper ve ark. (2010), Brezilya’da turunggil yetistiriciliginde ciddi kayiplara
neden olan antraknoz ve siyah leke hastaliklarina karsi Bacillus subtilis ACB-69
izolatinin gerek in vitro gerekse in vivo kosullarda her iki hastaliga kars1 biyokontrol
etkinlik gdsterdigini, hastalik ¢ikisini1 6nemli diizeyde azalttigini bildirmislerdir.

Ji ve ark. (2010), tarafindan yapilan ¢alismada dut yapraklarindan elde edilen
endofitik bakteri izolatt Burkholderia cepacia Lul0O-1’i dut yapraklarinda sorun
Colletotrichumdematiume’a kars1 antagonistik ve bitki gelisimini tesvik etme
potansiyeli belirlenmistir. B. cepacia Lul0-1 izolatinin yapilan in vitro etkinlik
caligmalarinda C. dematium'un konidi ¢imlenmesini ve misel biiylimesini engelledigi,
yapraklara veya topraga uygulandiginda, B. CepacialLul0-1 izolatinin bitkide antraknoz

gelisimini de basarili bir sekilde baskiladigini gozlemlemislerdir. Elde edilen sonuclara
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gore, bakteri tarafindan gosterilen etkinligin izolat muamelesi ve patojenle asilama
arasindaki silirenin uzunluguna gore degisiklik gostermistir. Yapilan epidemiyolojik
calismalarda, B. cepacia Lul0-1 izolatinin hem steril hem de steril olmayan topraklarda
60 giinden fazla yasayabildigi belirlenmistir.

Sangeetha ve ark. (2010), tarafindan yapilan ¢aligmada muz meyvesi ylizeyinden
ve rizosferden izole edilen dokuz, kiiltiir koleksiyonundan alti bakteri olmak iizere
toplam 15 izolat arasinda, {i¢ floresan olmayan (Pseudomonas NFP6,
Pseudomonasfluorescens Pf3a, Bacillussubtilis BS1) izolatin yanisira iki koleksiyondan
temine edilen izolatin (Azospirillum AS1, Azotobacter AZ1), in vitro kosullarda tag
clirtikligli hastalik etmenleri olan Lasiodiplodia theobromae ve Colletotrichum musae
fungal hastaliginin misel gelisiminin maksimum diizeylerde engellemislerdir. Etkili
olarak belirlenen bu bakteri tiirlerinin ayn1 zamanda muz meyvelerinin in vivo sartlarda,
tag clirikligi hastalik ¢ikisinida onemli Olciide engelledigi, uygulamalarin yapildigi
muz meyvelerinin raf Omriinii arttig1 belirlenmistir. Bakteri izolatlarinin, {glii
kombinasyonlar (NFP6 + Pf3a + BS1) olarak uygulandiginda, tek tek veya ikili
kombinasyonuna kiyasla daha yiiksek diizeylerde antagonist etkiye sahip oldugu
bildirilmistir. Bakteri uygulanmis muz meyvelerinde normal uygulama yapilmamis
meyvelere kiyasla 3-4 kat fazla oranda phenylalanine ammonia-lyase (PAL), peroxidase
(PO), polyphenoloxidase (PPO) ve phenolic birikimine neden olmustur.

Osman ve ark. (2011), Bacillus amyloliquefaciens PPCB004 izolatinin papaya
meyvelerinde antraknoz hastaliginin ¢ikigin1 6nemli diizeyde engelledigini, 1-methyl
cyclopropene uygulamasi ile birlikte gerek hasat dncesi gerekse hasat sonrasi meyveleri
hastaliga kars1 yiliksek diizeyde korudugunu bildirmislerdir.

Mochizuki ve ark. (2012), topraktan izole ettikleri Bacillus amyloliquefaciens
S13-3 izolatinin antaknoz etmeni Colletotrichum gloeosporioides’nin ikili kiiltiir
testlerinde misel gelisimini oldukca yiiksek etkinlikte baskiladigini, etmenin asma
meyvelerinde ve ¢ilek yapraginda yapilan in vivo etkinliklerde ise hastalik olusumunu
oldukca oOnemli diizeyde durdugunu belirlemislerdir. S13-3izolatinin yapilan
molekiikler caligmalarda iturin A isimli antimikrobiyal bileseninin sentezlenmesinde rol
oynayan ituD ve Ipa-14 genlerine sahip oldugunu bildirmislerdir.

Bakthavatchalu ve ark. (2013), yaptiklar1 ¢alismada topraktan izole edip

molekiiler olarak taniladiklar1 Pseudomonas aeruginosa (FP6) izolatinin antagonistik
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etkinliklerini  Rhizoctonia solani ve Colletotrichum gloeosporioides'e  karsi
aragtirmiglardir. S6z konusu izolatin hastalik etmeni Rhizoctonia solani ve
Colletotrichumgloeosporioides'e karsi genis spektrumlu antifungal aktivite gosterdigi
belirlenmistir. Bakteriyel izolat tarafindan ftretilen antimikrobiyal bilesikler fungal
etmenin hifleri lizerinde morfolojik anormalliklere neden olmustur. Bakterinin
phenazine-I-carboxylic acid, 2.4-diacetylphloroglucinol, ve pyoluteorin antibiyotiklerine
Ozgii genlere sahip oldugu, bu metabolitlerin hastalik etmenlerinin in vitro ve in vivo
kosullarda engellenmesinde 6nemli rol oynadiklari bildirilmistir.

Dos Passos ve ark.(2014),yapmis olduklari ¢alismalarinda farkli yetistirme
teknikleri altinda gelisen elma agaglarindan bitki biiylimesini tesvik eden (PGPB)
bakterileri izole ederek Colletotrichum gloeosporioides'e kars1 antagonistik etkinligini
belirlemiglerdir. Calisma kapsaminda, Giiney Brezilya'da organik ve geleneksel
bahgelerde yetistirilen elma agaglarindan kok ve rizosferik toprak Ornekleri
toplamiglardir. izole edilen bakteriler, cins diizeyinde PCR-RFLP ve 16S rRNA'nin
kismi dizilimi ile tanilanmalarinin yanisira izolatlar PGP yetenekleri agisindanda
degerlendirilmistir. izolasyonlar sonucunda en fazla siklikta tespit edilen bakteri cinsleri
Enterobacter (%27.7), Pseudomonas (%18.7), Burkholderia (%13.7) ve Rahnella
(%12.3) olarak belirlenmistir. Izole edilen bakteriler arasindan 69 izolat, C.
gloeosporioides'e karsi antagonist aktivite gOstermistir. Sera denemelerinde,
Burkholderia sp. 89 izolatinin uygulandig1 C. gloeosporioides ile enfekteli bitkilerde
hastalik siddeti %30 olarak belirlenirken, uygulama yapilmamis bitkilerdeki hastalik
siddeti %60-73 araliginda belirlenmistir.

Amaresan ve ark. (2014), yapmis olduklar1 c¢alismalarinda biber bitkilerinden
izole edilen endofitik bakterilerin antagonistik potansiyellerini Sclerotiumrolfsii,
Fusariumoxysporum, Colletotrichumcapsici ve Pythium sp. gibi fungal hastalik
etmenlerine kars1 arastirmislardir. Endofitik bakterilerin  %37.8’iPythium sp.’ye,
%35.1’1 F. oxysporum ve C. capsici'ye ve %21.6’s1 ise S. rolfsii'ye karsi degisen
oranlarda antagonistik etki gostermistir. Yapilan Microbial Identification System
(Biolog) ve 16S rDNA sekans tanilama caligmalar1 sonucunda Bacillus spp.’nin baskin
antagonist tiirler oldugu belirlemislerdir. BOX-PCR parmak izleriyle karakterize edilen

23 antagonistik endofitik bakteri (AEB) izolati, 19 farkli kiime i¢inde grup olusturdugu,
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BECS7, BECS4 ve BECLS izolatlariin tarla kosullarinda bitki biiyiimesini tesvik
ettigi, hastalik ¢ikigini azalttig ve tiriinde yiiksek verime neden oldugu belirlenmistir.

Szilagyi-Zecchin ve ark. (2014), Misir koklerinden elde ettikleri alt1 endofitik
bakteriyi yapilan molekiiler tanilama c¢alismalar1 sonucunda, Bacillus sp.
veEnterobacter sp. olarak belirlemislerdir. Elde edilen 6 izolat arasinda CNPSo 2476,
CNPSo 2477, CNPSo 2478 ve CNPSo 2480 izolatlarinin azotu baglama yeteneginde
oldugu, iki Bacillus sp. izolatinin (CNPSo 2477 ve CNPSo 2478), IAA, sideroforlar ve
litik enzimlerin Uretimi bakiminda yiiksek diizeyde etkinlik gosterdigi, ancak tohum
cimlenmesini azalttiklar1 icin PGPB olarak uygun adaylar olmadigini belirlemislerdir.
Bununla  birlikte, ayn1 izolatlarin  fungal hastalik etmenlerinden olan
Fusariumverticillioides, Colletotrichumgraminicola, Bipolarismaydis ve
Cercosporazea-maydis'e karsi antagonist etkinlige sahip oldugu belirlenmistir. Test
edilen bakteriyel izolatlardan Enterobacter sp. CNPSo 2480 ve Bacillus sp. CNPSo
2481 izolatlarinin sirastyla kok gelisimini %44 ve %39, tohum ¢imlenmesini ise %47 ve
%56 artirdig1 kayit edilmistir. Bakteriler tarafindan gosterilen etkinliklere gore, iki tiiriin
musir bitkileri i¢cin gelecekte yapilacak testlerde “biyolojik asilayicilar” olarak igin en
uygun adaylar oldugu tavsiye edilmistir.

Sawantve ark. (2016), Hindistan’da asmalarda sorun antraknoz hastaligi etmeni
Colletotrichumgioeosporioides’e karst antagonist bakterilerin biyolojik miicadele
etmeni olarak etkilerini arastirmiglardir. Hindistan yarimadasindaki 43 {iziim bagindan
yapilan 6rneklemelerden 293 bakteri izole elde etmislerdir. Elde edilen bakteri izolatlar1
arasindan 25 bakteri izolatinin, C. gloeosporioides'in in vitro misel gelisimini énemli
Olclide engellendigi belirlenmisdir. Test edilen 25 izolat arasindan ise 18 bakteri
izolatimin in vivo etkinlik ¢alismalarinda hastalik bulasma oranini O6nemli Ol¢iide
azalttig1 bildirilmisdir. Yapilan calismalarda DR-38, DR-39, TL-171, DR0-198, TS-
204, TS-205 ve DR-219 olarak etiketlenen antagonist izolatlarin morfolojik ve
molekiiler karakterizasyonlarina gore Bacillus spp. olarak tanilari yapilmistir. Bacillus
spp. ait izolatlar arasinda DRo-198 disindaki, izolatlarin tarlada yetistirilen asmalarin
yapraklar1 {izerine 108 hiicre/ml'de konsantrasyonunda uygulanan siispansiyonlar,
kontrol ile karsilastirildiginda antraknoz hastaligiin ¢ikisini 6nemli Slgiide diisiirdiigi
bildirilmigdir. TS-204 ve TL-171 izolatlarinin uygulandigu asmalarda diger bes izolata
kiyasla daha diisik hastalik siddeti kaydedilmistir. Ayrica TS-204 izolatinin, in
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vivokosullarda iiziim meyvelerinin ¢iiriimesini etkili bir sekilde engelledigi, TS-204 ve
TL-171 izolatlarimin {iziimlerde antraknoz hastaliginin biyolojik miicadelesinde
kullanilabilir potansiyele sahip oldugu belirlenmistir.

Zhou ve ark. (2016),Colletotrichum gloeosporioides’e karst maya izolati
olanPichia membranaefaciens’in tekli veya chitosan ile kombinasyon halinde
uygulamalarin etkinligini arastirdiklar: ¢aligmada Pichia membranaefaciens’in chitosan
ile kombinasyon halinde kullanilmasi durumunda tekli kullanilmalarina kiyasla daha
yiiksek biyokontrol etkinlik gosterdigini, maya izolatinin biyokontrol etkinlikte chitnase
ve B, 1-3 glucanase litik enzimleri iiretmek suretiyle misel gelisimini durduklarin
bildirmislerdir. Chitosan’nin spor ¢imlenmesini engeleldigi, misel yapisinda morfolojik
bozulmalara neden oldugunu, maya izolatinin biyokontrol etkinlini gii¢lendirdigini
belirlemislerdir.

de Oliveira ve ark. (2017), Mango meyvelerinde antraknoz hastaligina neden olan
5 farkli Colletotrichum spp. (C. asianum, C. siamense, C. fructicola, C. tropicale ve C.
karstii) misel gelisiminin engellenmesinde chitosan ve nane (Mentha piperita) bitki
ucucu yagmin ve kombinasyonlarin etkinligini arastirdiklar1 ¢alismada, chitosan (2.5,
5.0, 7.5 ve 10.0 mg/mL) ve nane ugucu yagin (0.3, 0.6, 1.25 2.5, ve 5.0 pL/mL) test
edildikleri konsantrasyonlarinda calismada kullanilan tiim fungal etmenlerin misel
gelisiminin  in  vitro kosullarda engellendigini, uygulamalarin karistirilarak
kullanildiginda sinerjik etkinlik goriildiigli, chitosan’nin 5.0 veya 7.5 mg/ml dozu ile
ucucu yagin 0.6 veya 1.25 pL/mL dozlarinda meyveler {izerinde antraknoz belirtilerinin
onemli diizeyde engellendigini, etkinligin kimyasal fungusit etkinliine gore esit veya
daha yiiksek oldugunu belirlemislerdir. Calisma sonucu, chitosan-ugucu yag karisimi
seklinde yapilan uygulamanin meyvelere kaplama seklinde yapilmasi durumunda
kimyasallara alternatif olarak hasatsonu antraknoz hastaliinin 6nemli diizeyde
baskilanabilecegini gdstermistir.

Montiel ve ark. (2017), yaptiklar1 calismada mango meyvelerinde antranoz
hastalik etmeniColletotrichumgloeosporioides’a kars1 dort maya
(Debaryomyceshansenii, Rhodotorulaminuta, Cryptococcuslaurentii,
Cryptococcusdiffluens) ve ti¢ bakteri (Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus subtilis ve
Stenotrophomonas rhizophila) izolatin antagonistik etkinligini arastirmislardir. Test

edilen maya ve bakteri izolatlari tarafindan C. gloeosporioides sporlarinin ¢gimlenmesi
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in vitro kosullarda engellendigi bildirilmistir. Mango meyveleri lizerinde test edilen D.
hansenii ve S. rhizophila izolati, hastalik ¢ikiginin engellenmesinde %56 ve %89 oranda
etki gostermistir. Yapilan in vitro ve invivo ¢alismalar sonucunda elde edilen sonuglar,
denemede etkinligi aragtirilan maya ve bakteri izolatlarinin mangoda antraknoz hastaligi
icin etkili biyolojik miicadeleetmenleri olabilecegini ortaya koymustur.

Riera ve ark. (2017), yapmis olduklar1 g¢alismada, Candidatus Liberibacter
asiaticus hastalik etmeninin narenciye meyvelerini olumsuz yonde etkiledigini
bildirmislerdir. Saglikli turunggil agaclarinin kok bolgelerinden (rizosferinden) yapilan
izolasyonda ¢ok sayida faydali bakteri izolat1 elde etmislerdir. Yapilan 6n biyoetkinlik
testlerde hastalik etmenine karsi antibakteriyel aktivite gosteren 6 izolat arasinda en
etkili ~ tiirlerin ~ Agrobacteriumtumefaciens ve  Sinorhizobiummeliloti  oldugu
belirlenmistir. Bu izolatlarin yaninda iki adet gram pozitif bakteri izolati olan
Rhodococcus jialingiae ve Bacillus pumilus teshis edilmistir. Turunggillerde sorun olan
ti¢ farkli fungal hastalik etmeni Alternaria alternata, Colletotrichum acutatum,
Phyllosticta citricarpa ile iki oomycete hastalik etmeni Phytophthora nicotianae ve
Phytophthora palmivora’ya karsi teshis edilen bakteri izolatlarin antimikrobiyal
etkinliginin aragtirildig1 testlemelerde, sadece turunggil kok ¢iiriikliigli etmeni
Phytophthora nicotianae’ye karsi dort antagonist (Burkholderia territorii, Burkholderia
metallica, Pseudomonas geniculata ve Bacillus pumilus) bakteri izolatinin etkili oldugu
bildirilmistir. Etkili olarak belirlenen 4 izolatin biyokontrol etki mekanizmalarinin
belirlendigi ¢alismalar sonucunda; fosforu ¢ozdiigii, siderofor iirettigi, demiri bagladigi,
antimikrobiyal ugucu bilesenler iirettigi, osmokoruma sagladigi, bitki hormone tirettigi,
antagonistik engelleme yaptig1 ve besin rekabetine girdigi bildirilmistir.

Oliveira ve ark. (2018), subtropik meyvelerden guava, mango ve papaya
meyvelerinde antraknoz hastaligina neden olan 5 farkli Colletotrichum spp. (C.
asianum, C. siamense, C. fructicola, C. tropicale ve C. karstii)’niin misel gelisiminin
engellenmesinde chitosan ve limon otu (Cymbopogon citratus) bitki ugucu yaginin
teksel veya kombinasyon seklindeki uygulamalarin etkinligini arastirdiklar1 ¢aligmada,
chitosan (2.5, 5.0 ve 7.5 mg/mL) veucucu yagin (0.15, 0.3, 0.6 ve 1.25 pL/mL) test
edildikleri konsantrasyonlarinda test edildikleri fungal etmenlerin misel gelisimini in
vitro kosullarda engellendigini, uygulamalarin karigtirilarak kullanildiginda sinerjik

etkinlik goriildiigii, chitosan’nin 5 mg/ml dozu ile ugucu yagin 0.15, 0.3,ve 0.6 uL/mL
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dozlarinda meyveler iizerinde antraknoz belirtilerinin 6nemli diizeyde engellendigini,
etkinligin kimyasal fungusit etkinli§ine gore daha yiiksek oldugunu belirlemislerdir.
Calisma sonucu, chitosan-ugucu yag karisimi seklinde yapilan uygulamanin meyvelere
kaplama seklinde yapilmasi durumunda hastaligin 6nemli diizeyde baskilanabilecegini
gostermistir.

Damasceno ve ark. (2019), muz meyvelerinde hasat sorasi onemli diizeyde
ekonomik kayba neden olan antraknoz hastalik etmeni Colletotrichum musae’ya karsi
12 bakteri izolatin1 biyolojik miicadele etmeni (BCA'lar) olarak arastirmislardir.
Yapilan in vitro ve invivo calismalarda 12 izolat arasindan, Bacillusvelezensis,
Enterobactercloacae, Serratiamarcescens ve Stenotrophomonasmaltophilia izolatlar
basarili antagonist izolat olarak belirlenmistir. Bu bakterilerden, B. velezensis’in in vivo
kosullarda gosterdigi etkinligin fungusit Thiabendazole (Tecto SC) ile benzer diizeyde
oldugunu belirlemiglerdir. B. velezensis meyveler iizerinde misel gelisimini ve
sporulasyonu engelledigi, gosterilen antagonistik etkinliklerde etki mekanizmalari
olarak seliilaz ve ksilanaz aktivitesi gosterdigi bildirilmistir. Elde edilen sonuclara gore
arastiricilar hastalikla hasat sonras1 miicadelede B. velezensis’in muz meyvelerine sprey
veya daldirma seklinde uygulanabilecegini onermislerdir

Reyes-Perez ve ark. (2019), denizden izole ettikleri Stenotrophomonas
rhizophila’nin mango meyvelerinde antraknoz hastaligi etmeni Colletotrichum
gloeosporioides’e karsi in vitro ve in vivo biyokontrol etkinligini ve etkinlikte rol
oynayan etki mekanizmalarini aragtirmislardir. Yapilan analizlerde besin i¢in rekabetin
yani sira antagonist bakteriler tarafindan tretilen ugucu bilesenler ve litik enzimlerin
fungal etmenin misel gelisimini ve spor ¢imlenmesini engellemede kullandiklar1 baslica
mekanizmalar oldugu bildirilmistir. Yapilan in vivo c¢aligmalarda meyvelere 108
hiicre/ml konsantrasyonundaki bakteri siispansiyon uygulamalarinin hastalik ¢ikisini
%95 oraninda, lezyon olusumunu ise %85 oraninda engelledigini, ortaya c¢ikan
etkinligin standart fungisit tarafindan gdsterilen etkinlikten daha yiiksek diizeyde oldugu
tespit edilmistir. S6z konusu ¢alismanin Stenotrophomonas rhizophila’nin mango
meyvelerinde antraknoz hastaligina neden olan Colletotrichum gloeosporioides’e karsi
in vitro ve in vivo biyokontrol etkinliginin arastirildigi ve bakteri uygulamasinin

fungusit uygulamasindan daha etkin oldugunu gosteren ilk ¢calisma oldugu bildirilmistir.
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Ayon ve ark. (2020), Meksika’da iiretimi yapilan tropik meyvelerden mango ve
tarcin elmasi (Annona muricata L) liretimi ve veriminin fungal hastalik etmenlerinden
Colletotrichumgloeosporioides, Pestalotiopsis sp. velLasiodiplodiapseudotheobromae
tarafindan ciddi tehdit altinda oldugu bildirilmistir. Arastiricilarin yapmis oldugu
calismada, Trichoderma, Bacillus ve Streptomyces tiirlerine ait 9 farkli izolatin hastalik
etmenlerinin gelisimini engellemedeki in vitro antagonistik etkileri arastirilmigtir. Test
edilen izolatlar arasinda Trichodermalongibrachiatum izolati %57.9-60.45 arasinda
degisen oranda engelleme ile en yiiksek antagonistik etkinlik gostermistir. Bakteriyel
antagonistler arasinda B. methylotrophicus fungal etmenlerin gelisimini %58.2
engellerken, Streptomyces izolatlar1 %88.3-100 oranlarinda engelledikleri bildirilmistir.

Reyes-Estebanez ve ark. (2020), Campeche eyaletindeki (Giliney Meksika) mango
(Mangifera indica L.) agaglarinin yapraklarindan elde ettikleri 108 bakteri izolatinin in
vitro antifungal etkinligini Colletotrichumgloeosporioides var. minor’a karsi
arastirmiglardir. Antagonistik izolatlar arasindan segilen TS3B-44, TS3B-45, TS3B-92
ve TS3B-183 izolatlarin hastalik etmenine karsi in vitro antagonistik potansiyelleri
belirlenmistir. Yapilan molekiiler tanilama c¢alismalarinda Bacillusvelezensis olarak
belirlenen TS3B-45 izolatinin test edilen bakteriler arasinda en etkili antagonist oldugu
bildirilmistir. Bacillusvelezensis TS3B-45 izolatinin in vitroantagonist etkinligi (%80),
fungusit prokloraz (%82) ve ticari B. subtilis izolatinin (%77) gostermis oldugu
etkinlige benzer etki gOstermistir. Bakteri izolatinin ayrica Colletotrichum
spp.,Colletotrichum gloeosporioides, Curvularia clavata, Pestalotiopsis makulans,
Fusarium nivale ve F. solani dahil olmak iizere diger fungal hastalik etmenlerinede
etkisi oldugu belirlenmisdir. Arastiricilar, B. velezensis’in in vivo testlerde ticari
preparat Serenade (B. subtilis) ile aym etkinlik gosterdigi, B. velezensis TS3B-45
izolatinin uygulama yapilan meyvelerde, 32 giinliik depolama ve raf kosullarindan sonra
olgunluk indeksi, meyve agirligi, sekeri azaltma ve mangolarin asitligi gibi kalite
unsurlari iizerinde etkisinin bulunmadig1 bildirmislerdir.

Shastri ve ark. (2020), sekerkamisi bitkisinin i¢ dokularindan elde ettikleri endofit
bakteri izolatlarinin tanilanamasi, antraknoz hastalik etmeni Colletotrichumfalcatum’a
kars1 antagonistik etki ve etki mekanizmalarmin belirlenmesine yonelik yapmis
olduklar1 calismalarda, farkli izolasyon yontemleri kullanilmak suretiyle 118 farkli

endofitik izolat elde etmislerdir. Elde edilen izolatlardan sadece 29 izolatin fungal
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etmene kars1 invitro engelleme (antibiyotik iiretme) etkinligi gosterdigi belirlemislerdir.
Test edilen bakterilerin antagonistik etkilerinin yani sira fosforu ¢c6zme, IAA, siderofor,
HCN, ACC deaminase ve amonyak iiretimi gibi bitki gelisimini tesvik eden (PGP)
mekanizmalardan bir veya birkagina birden sahip olduklar1 belirlenmisdir. Engelleme
yapan bakteriler arasinda %75 ve iizeri oranda misel gelisimini engelleyen 6 farkli
izolat1 yapilan 16S molekiiler teshisleri sonucunda Bacilluscereus (S8), B. aryabhattai
(S12), B. subtilis (S17), B. licheniformis (S26), B. paramycoides (R5), ve Pseudomonas
aeruginosa (BS-4) tiirii olarak tanilanmiglardir.

Guerrero-Barajas ve ark. (2020), Avakodo antraknoz hastaligi etmeni
Colletotrichumgloeosporioides’e karsi avakodo yetistiriciligi yapilan alanlardaki
topraklardan izole edilen 136 antagonist bakteri izolatin biyolojik miicadele etmeni
olarak kullanilma potansiyellerini arastirdiklar1 calismada, sadece A1, A2 ve A3 olarak
etiketlenmis 3 izolatin hastalik etmeninin misel gelisimini sirasiyla %75, %70 ve %60
oranlarinda engelledigini belirlemislerdir. Yapilan molekiiler analizler sonucunda
antagonistik etkinlik gdsteren bu 3 izolattan iki tanesi 16S rRNA analiz tan1 sonucuna
gore Bacillus mycoides (A1 and A2) diger izolat ise Bacillus tequilensis (A3) olarak
tanilanmistir. Bu 3 izolattan Bacillus mycoides’in hiicre kiiltiirii fungal etmenin misel
gelisimini %65 engellerken diger bakterilerin hiicre kiiltiirleri misel gelisimini sadece
%25 diizeyinde engelleyebilmistir. Antagonist bakteri izolatlarimin etkinlik
mekanizmalarinin belirlendigi ¢alismalar sonucundaBacillusmycoides Al izolatinin
proteases, indolacetic acid ve siderophores iirettigi belirlenmistir. Yapilan in vivo
etkinlik ¢alismalarinda B. mycoides Al izolatinin hiicre kiiltiirii uygulanmis meyvelerde

hastalik ¢ikisinin %41.9 oraninda engellendigi gozlenmistir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

Calismanin ana materyalini Hatay ili turunggil ve avokado ekim alanlarindan izole
edilmisColletotrichumkarstii izolatinin (Uysal and Kurt, 2019a; Uysal ve Kurt, 2020)
yani sira saglikli turunggil tiirleri ile avokado agaglarinin kok, yaprak, siirgiin ve meyve
gibi farkli bitki kisimlarindan elde edilen endofit ve epifit karakterli bakteri
izolatlari;Hatay ilinin Samandag, Antakya, Yayladagi, Erzin ilgelerinde dogal olarak
yetisen Dbitkilerden elde edilen bitki ugucu yaglari, biyoetkinlik ¢alismalarinda

kullanilan besi yerleri, plastik ve cam laboratuvar ekipmanlar1 olusturmustur

3.2. Yontem

3.2.1. Bitki Ucucu Yaglari, Kimyasal Bilesenleri ve Colletotrichumkarstii’ye Karsi

in vitro Antifungal Etkilerinin Belirlenmesi

3.2.1.1. Bitki Ucucu Yaglarin Elde Edilmesi

Calismalarda antifungal etkinlikleri arastirilan ugucu yaglar Hatay ilinin farkli
bolgelerinde dogal olarak yetisen karabas kekik (Thymbra spicata var. spicata L.), kaba
kekik (Thymus serpyllum L.), Suriye Kekigi (Origanum syriacum L. var. bevanii),
limon otu (Lippia citriodora L.), greyfurt kokulu nane (Mentha x piperita f.sp.
officinalis L. var. 'Aura’), mercankdsk (Origanum majorana L), okaliptiis (Eucalyptus
camaldulensis Dehnh.), rezene (Foeniculum vulgare Mill.), turung (Citrus aurantium
L.) ve c¢aksir (Ferula communis L.) gibifarkli bitki tiirlerine ait kurutulmus
yapraklarindan ve tohumlarindan daha onceden bildirildigi sekilde Neo-Clevenger tipi
ucucu yag ¢ikartma aletinin yardimu ile 3 saatlik buhar distilasyonu ile elde edilmistir
(Soylu ve ark., 2010). Elde edilen ugucu yaglar kimyasal bilesenleri ve antifungal
etkinlikleri arastirilincaya kadar igerisinde anhydrous sodyum siilfat bulunan koyu

renkli cam siselerde 4 °C de saklanmustir.
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3.2.1.2. Bitki Ucucu Yaglarin Kimyasal Bilesenlerinin GC/MS ile Belirlenmesi

Antifungal etkinlikleri arastirilan ugucu yaglarin kimyasal ugucu bilesenleri TR-
5MSkolona (%5 phenyl-polisilfenilenesiloxan, 30 m x 0.25 mm i¢ ¢apli, 0.25 film
kalinlig1) sahip Gaz Kromatografisi-Kiitle Spektroskopicihazi (Thermo Scientific
Focus) kullanilarak analiz edilmistir. Cihazin analiz sartlari; tasiyict gazi 1 mL/dakika
akis hizina sahip Helyum (%99.9); iyonlasma enerjisi 70 eV ve kiitle aralig1 m/z 50-650
amu olarak ayarlanmustir. Kiitle spektrometresinin transfer hatti ve enjeksiyon blogu
girig sicaklig1 220 °C olarak belirlenmis ve drneklerin enjeksiyonu 250 split oran1 olarak
secilmigtir. Ugucu yag orneklerinin GC/MS cihazinaenjeksiyon hacmi 1 mL’dir.
Cihazin firm sicakligr 3 °C/dk artigla 50- 220 °C araliginda programlanmistir. Her bir
bilesenin olusturdugu spektrumlar, GC-MS’te Wiley 9 kiitiiphanesi ile eslestirilmeleri
sonucu tanimlanmistir (Adams, 2001). Veriler Xcalibur yazilimi kullanilarak islenmistir

(Kara ve ark., 2022).

3.2.1.3. Bitki Ucucu Yaglarin Colletotrichumkarstii’ye Kars1 in vitro Antifungal
Etkilerinin Belirlenmesi

Bitkiugucu yaglarin fungal etmen C. karstii’nin misel gelisiminin engellenmesi
lizerine olan buhar fazindaki antifungal etkinligi, 20 ml genel fungus besiyeri olan
Patates Dekstroz Agar (PDA) iceren 90 mm ¢apinda 100 ml hava hacimli steril petri
kaplarindaarastirilmistir (Soylu ve ark., 2010). Icerisinde 20 ml steril PDA besi yeri
bulunan petri kabiin orta noktasina 5 giinliik taze C. karstii kiiltiirinden mantar delici
ile alinan 6 mm capindaki diskler, miselli yiizeyi PDA ile temas edecek sekilde
yerlestirilmistir. Daha sonra petri kapaklarina c¢aligmalarda antifungal etkinlikleri
aragtirtlacak olan ugucu yaglarin farkli konsantrasyonlar1 (0.25-200.0 pl/petri) mikro
pipet yardimi ile damlatildiktan sonra petri kabinin kenarlari parafilm (2-3 kez) ile
kapatilip, ters gevrilerek (kapak altta kalacak sekilde) 25 °C de inkiibatorler (VELP,
2201) icerisinde inkiibasyona birakilmistir. Kontrol olarak ayni sekilde inokiile edilmis
petri kapaklarina ugucu yag yerine ayni miktarda sterilsu damlatilarak benzer islemler
uygulanmistir. Ugucu yaglarin antifungal etkinliklerinin degerlendirmeleri, kontrol

olarak kabul edilen petrilerde fungus gelisimi petriyi tamamen kapladigi zaman,
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uygulama yapilmis tim petrilerdeki fungal koloni ¢aplarinin 6l¢iilmesiyle

hesaplanmistir (Sekil 3.1).

Sekil 3.1. Ugucu yagin farkli konsantrasyonlarin buhar fazinda C. karstii’nin misel
gelisimi lizerine antifungal etkinliginin belirlenmesi. Petri kaplarinda artan ugucu yag
konsantrasyona bagli misel gelisiminde gozlenen kiigiilmeler (ok)

Her bir ugucu yagin farkli konsantrasyonlarindaantifungal etkinligi (engelleme orani),
(%) Abbott formiiliine gére hesaplanmigtir. Denemelerde her petri 1 tekerriir ve her
ucucu yaginin farkli konsantrasyonlart 3 tekerriir olacak sekilde Tesadif Parselleri

Deneme Desenine gore kurulmus, her deneme 2 farkli zamanda tekrar edilmistir.

3.2.1.4. Bitki Ucucu Yaglarin Colletotrichumkarstii’nin Misel Gelisimi Uzerine
Antifungal Etkinliginin Fungisidal ve Fungistatik Ozelliklerinin

Belirlenmesi

Antifungal etkinligi arastirilan ugucu yaglarin buhar fazinda misel gelisimini
tamamen engelleyen minimum engelleme konsantrasyonlardaki (MIC) antifungal
etkinliginin fungisidal veya fungistatik 6zellikte olup olmadigini belirlemek amaciyla;
herhangi bir gelisme kaydedilmeyen misel disklerin bulundugu ucucu yag damlatilmig
petrilerin kapag steril baska bir petri kapakla degistirilerek parafilm sarilmadan 25°C’
de tekrar 3-4 giin inkiibasyona birakilmistir. S6z konusu MIC degerlerinde gelisme
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gostermeyen misel diskleri kapak degisimini miiteakiben PDA besiyeri {izerinde,
gelisim gostermemesi s6z konusu MIC degerinde ugucu yagin antifungal etkisi
fungisidal(tamamen engelleyen, Oldiirticii), misel gelisiminin tekrar basladigt MIC
degerlerinde ise ucucu yagin antifungal etkisi fungistatik (gecici) olarak kaydedilmistir
(Sekil 3.2).

Sekil 3.2. Ugucu yagin farkli konsantrasyonlarin buhar fazinda C. karstii’nin misel
gelisimi lizerine fungisidal etkinliginin belirlenmesi

3.2.1.5. Bitki Ugucu Yaglarimin Fungus Hif Yapilarinda Sebep Oldugu Morfolojik

Degisiklerin Belirlenmesi

Calismada nispeten yiiksek diizeyde antifungal etkinlik gosteren kekik (T. spicata
var. spicata), Suriye kekigi (O. syriacum) ve rezene (F. vulgare) ve limon otu (L.
citridora), ugucu yaglarin buhar fazinda misel gelisimini tamamen engelledikleri
fungisidal MIC dozlarinda (4.0, 6.0 ve 10.0 pl/petri) misel yapilari {izerinde olusturdugu
morfolojik degisiklikler Nomarski DIC atagmanlarla donatilmis 151k mikroskobu
(OLYMPUS BX-51, Japan) altinda incelenmistir. igerisinde 20 ml PDA igeren petri
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kutularma 5 giinliik fungus misel diski konulduktan sonra 3 giin 6n inkiibasyona
birakilmistir. Inkiibasyonun 3. giiniinde petrilerin kapaklarma kekik (T. spicata var.
spicata), Suriye kekigi (O. syriacum), rezene (F. vulgare) ve limon otu (L. citridora)
ugucu yaglarn buhar fazinda misel gelisimini tamamen engelledikleri fungisidal MIC
dozlar1 (4.0, 6.0 ve 10.0 pl/petri) konulduktan sonra petriler parafilm ile kapatilmis ve
tekrar 3 giin siire ile inkiibayona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda petrilerin kapaklar
acildiktan sonra onceden gelismis fungus misellerinin u¢ kisimlarinda mikroskobik
gozlemler yapilarak fungus hifleri iizerindeki morfolojik degisiklikler fotograflanmak

suretiyle kaydedilmistir.

3.2.2. Antagonist Bakteri Izolatlar1 Colletotrichumkarstii’ye Kars1 in vitro
Antagonistik Etkinlikleri, Antagonistik ve Bitki Gelisimini Tesvik Eden

Etki Mekanizmalarimin Belirlenmesi

Antagonist bakteri (endofit ve epifit) izolatlarimin antifungal etkinliklerinin
arastirildigi caligmalarda fungal etmenin kiiltiire alindig1 Patates Dekstroz Agar (PDA)
ile aday endofit veya epifit bakteriyel izolatlarin kiiltiire alindig1 segici besi yelerinden
King B Agar(KB), genel besi yerlerinden Nutrient Agar (NA), Trypic Soybean Agar
(TSA) ve Luria Broth (LB) gibi besi yerleri kullanilmistir. Antagonist bakteri izolatlarin
in vitro etkinlik mekanizmalarinin belirlenecegi 6zel besi ortamlar1 ise daha onceden
bildirilmis uygun yontemlere gore karisim seklinde hazirlanip otoklav edildikten sonra

kullanilmastir.

3.2.2.1. Epifitik ve Endofitik Antagonist Bakterilerin izolasyonu

Hastalik etmeni Colletotrichumkarstii’ye karst biyokontrol etkinligi arastirilacak
olan antagonist bakteri izolatlar1 Erzin veArsuz ilgelerinde yetisen saglikli turuncgil ve
avokado agaclarinin kok, dal ve siirgiin, yaprak ve meyvelerden izole edilmistir (Sekil
3.3). Etkili epifitik ve endofitik antagonist bakteri izolatlarin elde edilmesi amaciyla
ozellikle antraknoz hastaliginin belirtilerinin goézlendigi bahgelerdeki saglikli agaclardan

giidiimlii 6rnekleme yapilmis ve bu dokulardan bakterilerizole edilmistir (Aktan, 2018).

37



Sekil 3.3. Hastalik etmeni C. karstii’ye karsi biyokontrol etkinligi arastirilan antagonist
bakteri izolatlarin izole edilmesinde kullanilan saglikli turunggil ve avokadoodrnekleri

Endofit bakteriler hastaligin gozlendigi bahgelerdeki hastalikli agaclar veya
yakinindaki saglikli agaclarin farkli bitki kisimlarinin i¢ dokularindan etil alkol-sodyum
hidroksit-etil alkol dezenfeksiyon yontemi kullanmak suretiyle izole edilmistir. Sagliklt
bitki dokular1 6ncelikle akan ¢esme suyu altinda yikanmis, daha sonra %70’lik etil
alkolde 3 dakika, %2’lik sodyum hipoklorit soliisyonunda 2 dakika ve tekrar %70’lik
etil alkolde 2 dakika olmak iizere 3 kez dezenfeksiyon islemi uygulanmistir. Dezenfekte
edilen dokular daha sonra 5 defa steril saf su ile yikanarak yiizey dezenfeksiyonu islemi
tamamlanmistir. Yiizey dezenfeksiyonu yapilan bitki kisimlari steril 0.05 mM MgClz
tampon ¢ozeltisi iceren steril eppendorf icerisinde iyice ezilip, elde edilen
siispansiyonun seri sulandirma sonrasi 5. ve 6. sulandirmadan 200 pl alinarak 6zellikle
secici KB besi yerine bagetle yayilarak ekimleri yapilmistir. Endofitler ayrica imprint
(baskilama) yontemi ile saglikli siirgiin, meyve, kazik kok gibi dokularin aseptik olarak
ikiye boliindiikten sonra i¢ yiizeyleri dogrudan besi yerine temas ettirilmek suretiyle de

izole edilmistir (Aktan, 2018).
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Saglikli bitki materyalinden epifit bakterilerin izolasyonu i¢in; 10 gr agirliginda
etrafinda kuru toprak bulunan saglikli bitki kok pargaciklarin (1-2 cm boyunda)
bulundugu rizosfer bolgesinden veya siirgiin, yaprak ve meyve gibi filosfer bolgesindeki
saglikli dokulardan herhangi bir 6n dezenfeksiyon islemine tutulmaksizin dogrudan
icerisinde 90 ml steril 0.05 mM MgCl, tampon ¢dzeltisi bulunan steril cam erlenlere
konulup, 30 dak. 200 rpm ortibal ¢alkalayici igerisinde ¢alkalamaya birakilmistir. Daha
sonra olusan siispansiyon eppendorf i¢inde seri olarak sulandirildiktan sonra, 10° ve 10°
tiiplerinden aliman 100 pl silispansiyon secgici KB besi iceren petri kaplarina bagetle
yayilmustir.

Her iki sekilde inokulasyonu yapilmis petriler 26 °C’de 2 giin inkiibasyona
birakilmistir. Segici besi yerlerinde gelisen morfolojik olarak birbirinden farkli goriilen
bakteri kolonilerinden (Sekil 3.4) bitki 6rnegini/bdlgeyi temsil edecek sayida tek
koloniden saflastirilma yapilarak teshis ve etkinlik c¢alismalarda kullanilmak {izere
uygun besi yeri igeren petri kabinda (6 cm) veya egik Agarda +4 °C de kisa siireli veya
steril Gliserol (%40) igeren Cryo Eppendorf tiipler icerisinde -80 °C de uzun siireli

saklanmustir.

Sekil 3.4. Saglikli turunggil/avokado dokularindan izole edilen aday endofit (A), epifit
bakteri kolonileri (B) ve bu kolonilerden saflastirilan ve denemelerde kullanilan saf
bakteri izolat kiiltiirleri(C)
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3.2.2.2. Antagonist Bakteri izolatlarin Biyo-Etkinlik Cahismalar: I¢cin Secimi

Fungal hastalik etmenine karsi antifungal etkinligi arastirilacak aday endofit ve

epifit bakteri izolatlarinin denemelere baslamadan 6nce bitki patojeni olup olmadiginin
belirlenmesi amaciyla tiitiin yapraklarinda ve patates yumrularinda herhangi bir hastalik
belirtisine/reaksiyona neden olmamasi esastir (Lelliot ve Stead, 1987).
Farkli konukgu bitkilerinden elde edilen aday epifit ve endofit bakteri izolatlarin, bitki
patojeni olup olmadigimi belirlenmesi amaciyla tiitiin bitkisinde asir1 duyarlilik (HR,
Hypersensitive Reaksiyon) ve patates dilimleri tizerinde yumusak ¢iiriikliik testlerine
tabi tutulmustur. Tiitlinde HR testi i¢in, aday epifit ve endofit bakteri izolatlar1 ve daha
onceden tanilanmis ve patojen oldugu teyit edilmis bitki patojeni izolatin (Pseudomonas
savastanoi pv. phaseolicolaPphl2 izolat1)48 saatlik kiiltiirinden 0.05 mM MgCl;
tampon ¢ozeltisi i¢inde bakteri siispansiyonu (10® hiicre/ml) hazirlanmistir. Hazirlanan
bakteri siispansiyonlar1 daha sonra steril enjeksiyon (1 ml hacimli) ile 8 haftalik saglikli
titin (Nicotiana tobaccum L.) yapraginin alt yiizeyinden damar aralarina gelecek
sekilde 50 pl enjekte edilmistir. Tiitlin yapragina inokulasyonunda, izolatlar arasinda bir
damar bosluk birakilarak, her bakteri izolat1 bir damar arasina gelecek sekilde inokule
edilmistir. Tiitlin yapragina inokule edilen bakteri siispansiyonlar1 tarafinca inokule
edilen alanlarda 1-2 giin sonra olusan nekrotik lezyon olusumlari test edilen izolatin
bitki patojeni oldugunu gostermesi nedeniyle HR testi pozitif olarak kabul edilmis ve
biyoetkinlik¢aligmalarindakullanilmamistir (Sekil 3.5A).

Tiitiin yapraginda HR negatif reaksiyon gosteren aday bakterilerin ayrica patates
dilimi iizerinde yumusak ciiriikliik testine tabi tutulmuslardir (Lelliot ve Stead, 1987).
Saglikli patates yumrular1 dilimlenmeden 6nce %3’likk camasir suyunda (NaOCI) 1
dakika siireyle dezenfekte edilmis, sonra steril su ile yikanms, aseptik olarak kabuklar
soyulduktan sonra steril bistiirii ile 3 cm kalinliginda dilimlenmistir. Patates dilimler
daha sonra tabaninda steril nemli filtre kagid1 igeren plastik saklama kaplarinda steril
petri kapaklari lizerine yerlestirilmistir. Patates dilimleri {izerinde steril kiirdan ile agilan
yaralara TSA besi yeri lizerinde gelismis 2 giinliik taze bakteri kiiltiiriinden steril kiirdan
yardimiyla alinan bakteri hiicresi bulastirilmistir. Inokulasyonu yapilan patates
dilimlerinin bulundugu plastik saklama kaplar1 26 °C inkiibatorler igerisinde 2 giin

inkiibasyona birakildiktan sonra, inokulasyon noktalar1 yumusak g¢iiriikliik yoniinden
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incelenmistir (Sekil 3.5B). Testlemelerde pozitif kontrol olarak, daha 6nceden yumusak
clirliklik belirtisi gosterenpatates yumrularindan izole edilmis ve MALDI-TOF ile
tanilanmig Pectobacterium caratovorum subsp. caratovorum izolati kullanilmistir.
Farkli konuk¢u dokularindan izole edilen aday epifit ve endofit bakteri izolatlari
arasinda gerek Tiitiin yapraklarinda HR, gerekse patates yumusak ¢iirikliigl testinde
negatif sonug veren izolatlar son olarak insan patojeni olup olmadig1 yoniinde teste tabi
tutulmustur. Bu amacla bakteri izolatlar1 dogrudan TSA besi yerine ¢izildikten sonra 37
°C en az 48-72 saat inkiibasyona birakilmig, s6z konusu sartlarda gelismeyen bakteri

izolatlart insan patojeni olamayacagi yonde kabul edilip, biyo-etkinlik ¢alismalarinda

aday bakteri izolatlar1 olarak kullanilmistir.

Sekil 3.5. Saglikl1 turunggil/avokado dokularindan izole edilen aday endofit bakteri
izolatlarin (A) tiitiin yapraginda asir1 duyarlilik (HR) ve (B-C) patates dilimleri iizerinde
yumusak ¢tiriikliik testi. Tiitlin ve patates dilimlerinin inokulasyon noktalarinda (*) HR

ve yumusak ciiriikliik testinde negatif veya pozitif (ok) sonug veren aday
antagonistbakteri izolatlar1 gosterir. P, Patojen izolatlarin reaksiyonunu gosterir
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3.2.2.3. Aday Epifit ve Endofit Bakteri izolatlarinin Tanmilanmasi

Titiin HR, patates yumusak ¢iiriikliik testi ve 37 °C negatif sonu¢ vermis olan
aday bakteri izolatlarin tiir teshisleri MALDI-TOF cihaz1 (Bruker Daltonics GmbH,
Bremen, Germany) ve bu cihaz i¢in gelistirilen yontem kullanilmistir (Aktan ve Soylu,
2020). Saf kiiltiirden alinan ve TSA (Tryptic Soy Agar) besi ortaminda 1-2 giin gelisen
saf tek bakteri kolonisinden kiirdan yardimiyla bir miktar bakteri kiitlesi i¢erisinde 1 ml
%70 ethanol iceren steril eppendorf tiiplere eklenip bakteri siispansiyonu elde edildikten
sonra vortex cihazinda 1 dak. karstirilmis, sonra karisgim 13.000 rpm’de 2 dakika
santrifiij edilmistir. Siipernatant ortamdan uzaklastirildiktan sonra altta kalan pellet
tekrar 13.000 rpm’de 1 dakika santrifiij edilerek tiip icinde ethanol kalintis1 tamamen
uzaklastirllmis, olusan pelletin oda sicakliginda yaklasik 5 dak bekletilmek suretiyle
tamamen kurumasi saglanmistir. Pellet kuruduktan sonra tizerine 30 pl %70 formik asit
eklenmis ve tiipler 13.000 rpm’de tekrar 1 dak. siireyle vortekslenmistir. Vortekslenen
tiiplere bu kez 30 pul acetonitril eklendikten sonra 13.000 rpm’de 1 dakika
vortekslenerek karisim iyice ¢ozdiiriilmiistiir. Son olarak siipernatant dan 1pl alinarak
ornek plakasindaki (target) noktalara iki tekrarli olacak sekilde mikropipetle eklenmis,
oda sicakliginda yaklagik 3-5 dak kurumasi saglanmaistir.

Kuruyan Orneklerin iizerine son olarak 1 pul HCCA Matrix (o-Cyano-4-
hydroxycinnamic acid) soliisyonu eklenip drneklerin analiz i¢in 2-3 dakika daha oda
sicakliginda kurumasi saglanmistir. Daha sonra 6rnekler MALDI-TOF MS (Microflex
LT; Bruker Daltonics GmbH, Bremen, Germany) cihazina yiiklenmistir. Cihaz ¢aligma
modunda bakteri protein ekstraktlarin iyonlagmasi i¢in gereken minimum lazer giicii
olan 500 lazer 1g11 ile protein profillerinin ayristirilmas: saglanmisg, 2-20 kDa spektrum
araligindaki m/z (kiitle/yiik) protein profilleri cihazin Mikroganizma kiitiiphanesi olarak
BIOTYPER™ 1.1 software (Bruker Daltonics GmbH, Bremen, Germany) kullanilarak
kiitliphanede yer alan tanilanmis bakteri tiirlerin profilleri ile karsilastirilmak suretiyle

tiir tan1lamalar1 yapilmistir.
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3.2.2.4. Antagonist Bakteri lizolatlarm C. Kkarstii’nin Misel Gelisiminin

Engellenmesi Uzerine in vitro Antagonistik Etkinliginin Belirlenmesi

Farkli tiirlere ait saglikli turunggil ve avokado agaglarindan elde edilip tanilamasi
yapilmis aday bakteri izolatlariin hastalik etmenleri, C. karstii izolatinin misel
gelisiminin engellenmesi {izerine olan antagonistik etkinligi 6nceden bildirildigi sekilde
PDA+TSA (1:1, v/v) igeren petri kaplarinda (90 mm ¢apinda) ikili kiiltiir testleriyle
belirlenmistir (Aktan, 2018). Kesin tiir tanilamasi yapilmig, Tiitin HR ve patates
yumusak ¢tiriikliik testlerinde negatif sonu¢ vermis, insan patojeni olmadig1 belirlenen
aday endofit ve epifit bakteri izolatlari, yiizeyi tamamen kuru olan besi yerine petrinin
{ist noktasindan 2 cm gerisine ¢izildikten sonra ve 25 °C’de 2 giin siire ile 6n
inkiibasyona birakilmistir. On inokulasyondan 2 giin sonra, besi ortaminda cizgi
seklinde gelismis bakteri noktasinin 4 cm gerisine test edilecek 5 giinliik fungal izolatin
kiiltiirlinden alinacak 6 mm capli fungus misel diskleri yerlestirilmistir (Sekil 3.6).
Sadece fungal izolatin inokule edildigi kontrol petrilerine herhangi bir epifit ve endofit
bakteri izolat1 ¢izilmemistir. Uygulama yapilan ikili kiiltiir petrileri daha sonra parafilm

ile kaplanarak, 25 °C’de 5-7 giin siireyle inkiibasyona birakilmastir.

Sekil 3.6. Saglikli turunggil/avokado dokularindan izole edilen aday endofit bakteri
izolatlarin fungal hastalik etmenin misel gelisiminin engellenmesinin belirlenmesinde
kullanilan in vitroikili kiiltiir testi
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Kontrol petrilerinde patojenin petriyi tamamen kaplamasiyla birlikte, bakterilerin
cizildigi ikili kiiltiir petrilerinde bakteriye dogru gelisme gosteren fungal etmenlerin
misel gelisimi (MGu) Olgiilerek, kontrol petrilerdeki misel (MGk) gelisimine
kiyaslanmak suretiyle antagonist bakterilerin misel gelisimini engelleme oranlarinin %si
ABBOT formiiliine gére hesaplanmistir (Ahmed ve ark. 1999).

Her bakteri-fungus kombinasyonu i¢in 6lgiimler 3 farkli petri kabinda yapilmus,

deneme 2 farkli zamanda tekrar edilmistir.

3.2.2.5. Antagonist Bakteri izolatlarin Fungal Etmenin Misel ve Sporlar1 Uzerine

Olan Antifungal Ozelliklerinin Belirlenmesi

Ikili kiiltiir testlerinde fungal etmene karsiyiiksek antagonist etkinlik gosteren
bakterilerin engelleme bdlgelerindeki antifungal ozelliklerinin belirlenmesi amaciyla
fungus miseli ile bakteri arasinda kalan engelleme bolgesi lizerine 3 giinlik saglikli
fungal misel diskleri (6 mm c¢apinda) yerlestirilmis ve 3-5 giin tekrar inkiibasyona
birakilmigtir  (Sekil 3.7A). Engelleme bolgesinde misel diskingelisme gdsterip
gostermemesine gore antagonistin iiretmis oldugu antimikrobiyal bilesik(ler)in etkinligi
“fungusidal” veya “fungistatik™ olarak kayit edilmistir.

Ikili kiiltiir testlerinde fungal etmene karsiyiiksek antagonist etkinlik gdsteren
bakterilerin engelleme bdlgelerinde fungal etmenin spor ¢imlenmesi iizerine olan
antifungal etkinliginin belirlenmesi amaciyla, engelleme goriilen bolgeye bakteri
kolonisinden 1, 2 ve 3 cm uzakliga 50 pl spor siispansiyonu (10* spor/ml) steril
pamuklu kiirdanla yayildiktan sonra Petriler 25 °C’de 24 saat siireyle inkiibasyona
birakilmigtir  (Sekil 3.7B). Inkiibasyondan 24 saat sonra spor siispansiyonlarm
konuldugu alanlarda 151k mikroskobu ile gozlemler yapilarak spor canlilik durumlar: ve

¢imlenme oranlar1 kaydedilmistir.
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Sekil 3.7. Antagonist bakteri izolatlarin engelleme bdlgesinde tliretmis olduklari
bilesen(ler)in fungal etmenin misel (A) ve sporlari (B) lizerine olan antifungal
ozelliklerinin belirlenmesi

Antagonist bakteri izolatlar1 tarafindan iiretilen kimyasal bilesenlerin engelleme
bolgesine yakin noktalarda fungal etmenin hifleri iizerinde neden olduklari morfolojik
degisiklikler dogrudan engellemelerin gozlendigi petrilerde (Sekil 3.8) 151k mikroskobu

ile yapilan gozlemlerle belirlenmistir.

Sekil 3.8. Antagonist bakteri izolatlar1 tarafindan iiretilen kimyasal bilesenlerin
engelleme bolgesine yakin noktalarda (daire i¢inde gosterilen) fungal etmenin hifleri
tizerinde neden olduklari morfolojik degisiklikler (0k)
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3.2.2.6. Antagonist Bakteri izolatlarimn Ucgucu Bilesenlerinin Misel Gelisimi

iizerine Antagonistik Etkinliginin Belirlenmesi

Ikili kiiltiir testlerinde Fungal etmene kars1 yiiksek antagonistik etkinlik gosteren
bazi izolatlarin iretmis olduklart ugucu bilesen(ler)inin fungusun misel gelisimini
engelleme etkinlikleri “kapali ikili kiiltiir” yontemi (Sealed plate method) kullanilarak
belirlenmistir (Fiddaman ve Rossall, 1993). Petri kapaklarinin birine PDA, digerine
TSA besi yeri dokiiliip donduktan sonra bakteri izolatlar, zig zak ¢izgi ekim yontemi ile
TSA besi yeri iceren petrinin iist kapagina ¢izilmis, bakteri ¢izimi yapilan petrinin PDA
igeren alt kapagina test edilen funguslardan alinan 3 giinliik fungus misel diski(6 mm
cap) yerlestirilmis ve 2 petri kapag1 birbirlerine bakacak sekilde kapatildiktan sonra,
kapaklarinin kenarlar1 parafilm ile sarilmak suretiyle olusan ugucu bilesenlerin
ortamdan uzaklagsmasi engellenmistir. Kontrol petrilerine herhangi bir bakteri izolati
cizilmemistir. Uygulama sonrasi petriler 25 °C de inkiibasyona birakilmigtir. Kontrol
petrilerinde hastalik etmenin petriyi tamamen kaplamasini miiteakiben (5-7 giin
sonra)fungal etmenlerin misel gelisim c¢aplart (MGu) 6l¢iilmiis (Sekil 3.9) olup, kontrol
petrilerdeki misel (MGk) gelisme ¢aplarina gore engelleme oranlarinin = %si
hesaplanmistir (Ahmed ve ark. 1999).

Her bakteri-fungus kombinasyonu igin 6l¢timler 3 farkli petri kabinda yapilmis,

deneme 2 farkli zamanda tekrar edilmistir.
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Sekil 3.9. Antagonist bakteri izolatlar1 tarafindan tiretilen ugucu bilesenlerin fungal
etmenin misel gelisimini engelleme(ok) potansiyellerinin belirlenmesi

3.2.2.7. Antagonist Bakteri izolatlarmin Siderofor ve Proteaz Uretme

Potansiyelleri ile Fosforu Cozme Etkinliklerinin Belirlenmesi

Aday bakteri izolatlarinin antagonistik etki mekanizmalarindan “proteaz enzimi”
ve “siderofor iiretme” potansiyeli ile bitki gelisimini tesvik eden mekanizmalardan biri
olan “fosfor ¢ozme” etkinligi bu mekanizmalara spesifik besi ortamlar1 iizerinde
belirlenmistir (Sekil 3.10). Aday izolatlarin siderofor iiretimi Schwyn ve Neilands
(1987) tarafindan bildirildigi sekilde i¢erisinde krom azurol S (CAS) boyasi igeren besi
yeri bulunan petrilerde (Sekil 3.10A); proteaz enzimi iiretme potansiyelleri Perneel ve
ark., (2007) tarafindan bildirildigi sekilde %2 Skimmed Milk Powder(yagi alinmis siit
tozu) (Merck, Darmstadt, Germany) iceren Luria Broth (SMLBA) besi yerleri {izerinde
(Sekil 3.10B); fosfor ¢ozme potansiyeli ise Kumar ve ark. (2012) tarafindan bildirildigi
sekilde, tri kalsiyum fosfat iceren Pikovskaya Agar (PVK) besi yeri igeren petrilerde
belirlenmistir (Sekil 3.10C).

Her 3 test i¢in, test edilecek olan 2 giinliik bakteri izolat kiiltiiriinden alinan
bakteri inokulumu, SMLBA, CAS ve PVK besi yeri iizerine steril kiirdan ile 3 farkli
noktaya ekimleri yapildiktan sonra, inokule edilmis petriler 26 °C’de 48 saat slireyle
inkiibasyona birakilmistir. Inokulasyondan 48 saat sonra proteaz i¢in SMLBA ve fosfor

¢ozme aktivitesi icin PVK besi yeri lizerinde inokule edilmis bakteri kolonisi etrafinda
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seffaf bir zon (engelleme bolgesi) ile CAS besi yeri iizerine inokule edilmis bakteri
kolonisi etrafinda sari-turuncu renkte bir zon (engelleme bolgesi) olusturup olusturmasi
yoniinden incelenmistir. S6z konusu petrilerde olusan zonlar bakterinin proteolitik,
siderofor ve fosfor ¢ozme aktivitesi yoniinden pozitif olarak kabul edilmistir. Bakteri
kolonisi etrafinda olusan zon capinin, bakteri koloni ¢apina boliinmesi suretiyle her
izolat igin siderofor (Sid-indeks),proteolitik (Pro-indeks) ve fosfor ¢ozme (Fos-indeks)
etkinlik indeksi hesaplanmistir (Vazquez ve ark., 2000). Her bakteri izolati igin

Olctimler 3 farkli petri kabinda yapilmis, deneme 2 farkli zamanda tekrar edilmistir.

1] mm i | m

Sekil 3.10. Antagonist bakteri izolatlarinin siderofor (A), proteaz (B), fosforu ¢ozme
(C), hidrojen siyaniir (D), amonyak (E) ve indol asetik asit (F) {iretme potansiyellerinin
belirlenmesi
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3.2.2.8. Antagonist Bakteri Izolatlarimn Hidrojen Siyaniir (HCN) Uretme

Potansiyellerinin Belirlenmesi

Farkli saglikli agaclardan izole edilmis aday antagonist bakteri izolatlarinin
hidrojen siyaniir (HCN) dretim potansiyelleri Castric (1977) tarafindan bildirilen
yonteme gore belirlenmistir. Aday antagonist bakteri izolatlariin 2 gilinlik taze
kiltlirlerden steril kiirdan yardimiyla alinan aday bakteri izolatlar, 4.4 gr/L glycine
eklenmis TSA besi yeri (6 cm steril cam petrilerde) iizerine zig zak seklinde tiim yiizeyi
kaplayacak sekilde ¢izilmistir. Petri kapagma 1x3 cm serit halinde kesilmis steril kaba
filtre kagidi yerlestirildikten sonra filtre kagitlart yaklagik 0.5 ml %2 picric acid + %1
sodium carbonate (Na2COs3) siispansiyonu (100 ml steril su+2 gr PA+1 gr Na>,CQOg) ile
slatilmigtir. Uygulama yapilmis tiim petri kaplar kapatildiktan sonra etrafi parafilm ile
sarilarak, petriler 26 °C'de 5 giin inkiibasyona birakilmistir. Petri kab1 kapagindaki filtre
kagidi renginin beyaz/acik sari renkten kahverengi veya koyu kirmiziya doniigmesi

(Sekil 3.10D) ortamda HCN iiretiminin olustugunu gostermistir (Castric, 1977).

3.2.2.9. Antagonist Bakteri izolatlarinin Amonyak (NHz) Uretme Potansiyellerinin

Belirlenmesi

Aday bakteri izolatlarinin antagonistik etkinlik mekanizmalarindan biri olan
amonyak (NH3) tretme etkinlikleri Cappuccino ve Sherman, (2013) tarafindan
belirtildigi sekilde, peptonlusivi besiyeri icerisine Nessler’s ¢ozeltisi eklenmek suretiyle
belirlenmistir (Sekil 3.10E). Test edilecek olan bakteri izolatlarinin 48 saatlik taze
kiiltiiriinden steril kiirdan ile alinan inokulumu, icerisinde steril 5 ml peptonlu su igceren
cam tiiplere inokule edilmistir. Bakteri ile inokule edilmis tiipler 26 °C'de 150 rpm’e
ayarli inkiibatorlii orbital calkalayicida 4 gilin inkiibasyona birakilmistir. Sivi besi
yerinde gelisen bakteri siispansiyonu iizerlerine 250 pl Nessler’s c¢ozeltisi ilave
edilmistir. Besi yeri icerisinde bakterilerce olusturulacak amonyak tretip tiretmedigi,
Nessler’s ¢ozeltisi ilave edildikten sonra tiiplerdeki besi yeri renginin agik saridan

kahverengi-koyu sar1 renge doniismesiyle belirginlesmistir.
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3.2.2.10.Antagonist Bakteri Izolatlarmin Indol Asetik Asit (IAA) Uretme

Potansiyellerinin Belirlenmesi

Aday bakteri izolatlarnin IAA firetme potansiyelleri Glickman ve Dessaux,
(1995) tarafindan bildirildigi gibi Salkowski yontemi kullanilmak suretiyle
belirlenmisgtir. In vitro misel gelisimini engelleme etkinlikleri géz 6niine alinmis bolgeyi
ve konuke¢u bitkiyi temsil edecek sekilde se¢ilmis bakteri izolatlarinin 48 saatlik taze
kiiltiirlerinden hazirlanan 500 ul bakteri siispansiyonu (108 hiicre/ml konsantrasyondaki)
3 mg ml™!' L-tryphtophan igeren 5 ml steril LB besi yerine inokule edilmistir. Inokule
edilmis tiipler 26 °C'de 200 rpm’e ayarli inkiibatorlii orbital calkalayicida 4 giin
inkiibasyona birakilmistir. Inokulasyondan 4 giin sonra, sivi besi yerinde gelisen
bakteriler 5000 rpm’de 30 dak. santrifiij yapildiktan sonra iistte kalan supernatant’tan 1
ml almarak steril eppendorf tiiplere aktarilmig ve tizerlerine 40 pl fosforik asit ilave
edilmistir. Bu sekilde hazirlanmis 1 ml bakteri hiicre kiiltiirleri, 2 ml Salkowski ¢ozeltisi
(150 ml %98’1lik H2SO4, 250 ml of distile H20, 7.5 ml of 0.5 M FeCls-6H20) bulunan
steril cam tiiplere aktarilacak ve 25 °C’de karanlik ortamda 30 dakika inkiibasyona
birakilmistir.  L-tryphtophan igermeyen besi yeri kontrol uygulama olarak
degerlendirilmistir.

Bakteriler tarafindan ortam igerisinde olusturulan IAA miktari, tiiplerdeki besi
yeri renginin agik saridan kirmizi-pembe renge doniismesiyle belirginlesmistir (Sekil
3.11F). Bakteriler tarafinca olusturulan IAA miktart 535 nm dalga boyuna ayarli UV-vis
spektrofotometre (Perkin Elmer, Lamda 25, USA) kullanilarak Kkantitatif olarak
olgiilmiistiir (Patten ve Glick, 2002). Olgiim sonucu elde edilen absorbans degerleri
daha sonra, bilinen IAA (Merck, Darmstadt, Germany) ¢ozeltisi ile hazirlanan [AA
konsantrasyon standart egrisiyle karsilastirilmak suretiyle pg ml? (ppm) diizeyine

doniistliriilmiistiir.
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3.2.3. Deneme Deseni ve istatistik Analizler

Tiim in vitro denemeleri tesadiif parselleri deneme desenine gére kurulmus olup,
patojen gelisiminin engellenme oranlar1 %oranlarina ¢evrilmeden SPSS istatistik
programi (SPSS Statistics 17.0) kullanilarak tek yonlic ANOVA ile varyans analizi
yapilarak izolatlar arasindaki farklilik Duncan Coklu Karsilagtirma Testi ile tespit
edilmistir (P<0.05). Ugucu yaglarin farkli konsantrasyonlarda misel gelisimini %50
diizeyinde engelleyen etkili konsantrasyonlar1 (ECsp) her bir kimyasal igin farkli
konsantrasyonlarda elde edilen degerleri kullanilarak SPSS istatistik programi
(Versiyon 11.5, SPSS Inc., Chicago, IL, USA) yardimi ile Probit analizi yapilarak

belirlenmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

4.1. Bitki Ugucu Yaglarin Kimyasal Bilesenleri

Antifungal etkinligi belirlenen bitki ugucu yaglarin kimyasal bilesenleri, Gaz
Kromatografi/kiitle spektrometresi (GC/MS) ile belirlenmistir. GC-MS analizine gore,
antifungal etkinligi arastirilan ugucu yaglardan en fazla bilesenin mercankosk (O.
majorana) ucucu yaginda 45 adet olarak belirlenmis olup bu yagi sirasiyla, 44 farkli
bilesenle rezene (F. vulgare) ugucu yagi, 39 farkl bilesenle yabani kekik (T. serpyllum),
okaliptus (E. camaldulensis) ve greyfurt kokulu nane (M. aura) ugucu yaglari, 37 farkli
bilesenleSuriye kekigi (O. syriacum) ugucu yagi, 36 farkli bilesenle caksir (F.
communis), 35 farkli bilesenle limon otu (L. citridora) u¢ucu yagi, 34 farkli bilesenle
karabas kekigi (T. spicata spicata) ugucu yagi izlemis olup, en az kimyasal bilesen ise
toplam 21 ana bilesenin bulundugu tespit edilen turung (C. aurantiium) ugucu yagi
olmustur (Cizelge 4.1).

Ugucu yaglarin ana bilesenleri yapilan GC-MS analizleri ile belirlenmis olup,
terpinen-4-ol (%21.58) O. majorana ugucu yagimin, trans-anethole (%67.2) F. vulgare
ucucu yaginin, thymol (%14.99) ve cymene (%14.98) T. serpyllum ugucu yaginin, bir
diger ad1 1,8 cineole olan eucalyptol (%75.69) E. camaldulensis ugucu yaginin, linalool
(%57.86) M. aura ugucu yagmn, carvacrol (%23.93) ve y-terpinene (%21.33) O.
syriacum ugucu yaginin, a-pinene (%65.33) F. communis ugucu yagmin, limonene
(%24.64) ve e-citral (%23.09) L. citridora ugucu yaginin, carvacrol (%61.32) T. spicata
ucucu yaginin, limonene (%94.36) ise C. aurantium ugucu yaginin i¢inde en yiiksek

oranda bulunan ana bilesenler olarak belirlenmistir.
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Cizelge 4.1. Antifungal etkinlikleri belirlenen bitki ugucu yaglar ve ana bilesenleri

Ucucu yag BSI;;SIZ':‘ Belirlenen ana bilesenler?

Origanum majorana L. 45 terpinen-4-ol (%21.58), trans-sabinene
hydrate (%8.65), y-terpinene (%8.36)

Foeniculum vulgare Mill. 44 trans-anethole (%67.2), estragole
(%10.3), limonene (%9.1)

Thymus serpyllum L. 39 thymol (%14.99), cymene (%14.98),
y-terpinene (%12.71),

Eucalyptus camaldulensis Dehnh. 39 eucalyptol (%75.69), limonene
(%5.49), a-pinene (%5.16)

Mentha x piperita f.sp. officinalis 39 linalool (%57.86), linalyl acetate

var. ‘Aura’ (%29.76), a-terpineol (%3.69)

Origanum syriacum L. var. bevanii 37 carvacrol (%23.93), y-Terpinene
(%21.33), thymol (%20.64)

Ferula communis 36 a-pinene (%65.33), B-pinene (%8.0),
y-gurjunene (%6.93)

Lippia citriodora L. 35 limonene (%24.64), e-citral (%23.09),
z-citral (%18.63)

Thymbra spicata var. spicata L. 34 carvacrol (%61.32), y-terpinene
(%28.53), 0-cymene (%5.2)

Citrus aurantium L. 21 limonene (%94.36), myrcene (%0.65),

limonene oxide (%0.56)

8 GC-MS tarafindan belirlenen toplam bilesen sayist ve ilk 3 siralamaya giren ana
bilesenler.

Calismada kullanilan ugucu yaglarin ana bilesenleri ve yag igerisinde bulunug
miktarlar1 daha 6nce ayni bitki tiirleri i¢in belirlenen sonuglarla biiyiik oranda benzerlik
gbstermis olup, toplam belirlenen kimyasal sayis1 ve oranlarinda kismen farkliliklarda
bildirilmistir (Cavanagh ve Wilkinson, 2002; Khan ve Saeed, 2002; Minija ve Thoppil,
2002; Bouzouita ve ark., 2005; Soylu ve ark., 2006; Kadri ve ark., 2011). Gerek
caligmalarimizda gerekse farkli arastiricilarin 6nceden yapmis olduklar1 ¢alismalarda
Lamiaceae familyasina dahil bitkilerin ugucu yaglarinda yiiksek diizeylerde carvacrol,
camphor, eucalyptol (1,8-cineole) ve thymol gibi bilesenlerin bulundugu konusunda
bildirimler bulunmaktadir. Ulkemizin farkli bélgelerinde yetisen ve ¢alismalarimizda da
kullanilan benzer bitkilerle yapilan c¢aligmalarda Melissa officinalis, Rosmarinus
officinalis, Thymus serpyllum ve Lavandula stoechas bitki ugucu yaglarinin;O.
majorana bitki ugucu yaginin; T. serpyllum, R. officinalis, Salvia officinalis ve O.
majorana bitki ugucu yaglarmin kimyasal bilesenlerinin tiirlere bagl olarak farklilik

gosterdigini, her tiiriin icerdigi ana bilesenlerinin kismende olsa degisen oranlarinda
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GC-MS ile belirlemiglerdir (Tabanca ve ark., 2004; Topal ve ark., 2008; Arslan ve
Dervis, 2010).S6z konusu yapilan galismalarinda Thymus serpyllum’un ana bileseninin
thymol (Arslan ve Dervis, 2010), Origanum majorana’nin ana bileseninin terpinene-4-
ol (Tabanca ve ark., 2004; Hussain ve ark., 2011), Rosmarinus officinalis’in ana
bileseninin eucalyptol (1,8-cineole) (Kadri ve ark., 2011;Wang ve ark., 2012),Salvia
officinalis’in ana bileseninin ise camphor oldugu (Sokovic ve ark., 2010;Khalil and Li,
2011) bildirilmistir.Ugucu yaglarin kimyasal kompozisyonlarindaki farkliliklarin nedeni
olarak, bitkinin yetistigi tilke, toprak, cografi yapisi, toplandig1 yiikselti, bitki yas1 ve
cikarildigr bitki kismina bagli olarak degisiklik gosterdigi onceden yapilmis bir¢ok
calismada rapor edilmistir (Tirkmen ve ark., 2022).

4.2. Bitki Ucucu Yaglarin Fungal Etmenin Misel Gelisiminin Engellenmesi

Uzerine in vitro Antifungal Etkilerinin Belirlenmesi

Farkli bitki ugucu yaglarin buhar fazinda Colletotrichum Kkarstii’nin misel
gelisimini engellemesi iizerine olan antifungal etkinlik sonuclar1 Cizelge 4.2, Cizelge
4.3 ile Sekil 4.1 verilmistir. Elde edilen minimum engelleme konsantrasyon (MIC)
degerlerine bakildiginda en etkili ugucu yagm, 4.0 ul/petri dozla T.spicata, O.
Syriacum(Sekil 4.1A) ve T. serpyllum bitkilerin yapraklarindan elde edilen ugucu
yaglarinin oldugu, bu bitki ugucu yaglarin1 sirastyla 6.0 pl/petri dozla F.
vulgarebitkisinin tohumlarindan elde edilen ugucu yagi (Sekil 4.1B), 10.0 ul/petri dozla
L. citridora (Sekil 4.1C), 15.0 ul/petri dozla M. aura, 20.0 pl/petri dozla O.
majoranabitkilerinin yapraklarindan elde edilen ugucu yaglar izlemistir. Denemelerde
kullanilan okaliptiis (E. camaldulensis) ve turung (C. aurantiium) yapraklarindan elde
edilen ucucu yaglar, diger ucucu yaglara kiyasla 60.0 (Sekil 4.1D) ve 175.00 ul/petri
gibi oldukga yiiksek dozlarda antifungal etkinlik gosterirken, ¢aksir (F. communis) bitki
ucucu yagi test edildikleri tim dozlarda (100 pl/petri) fungal etmenin misel gelisimini
engellemede etkili olamamustir. Yapilan istatistik analiz sonucunda ayni ugucu yaga ait
farkli konsantrasyonlarin yanmi sira ayn1 dozda kullanilan farkli ugucu yaglar arasinda
kay1t edilen antifungal etkinliklerin istatistiksel olarak énemli diizeylerde farkli oldugu

tespit edilmistir (Cizelge 4.2 ve Cizelge 4.3).
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Sekil 4.1. Farkli bitki ugucu yaglarin buhar fazinda Colletotrichum karstii’nin misel
gelisimini engellemesi tizerine olan antifungal etkinlikleri. (A) O. syriacum, (B) F.
vulgare, (C) L. Citridora ve (D) E. camaldulensis ugucu yaglarinin farkli dozlarda misel
gelisimini engelleme potansiyellerini gostermektedir.

Ugucu yaglardan Ozellikle Labiateae familyasina dahil bitkilerden elde edilen
ucucu yaglarin etkinliginin olduke¢a giiclii oldugu, bu bitkiler arasinda 6zellikle kekik
(Thymbra  spicata, Thymus serpyllum ve  Origanum  syriacum) ile
Umbelliferafamilyasindan olan rezene (F. vulgare) bitki ugucu yaglari tarafindan
gosterilen antifungal etkinligin dikkat ¢ekici bir sekilde 4-6 pl/petri gibi oldukga diisiik
konsantrasyonlarda etkili oldugu goriilmektedir. Diger Labiateae familyasina giren
limon otu (L. citridora), mercankosk kekigi (O. majorona) ve nane gibi bitki ugucu
yaglarinin etkinliginin 2-5 kat1 daha yiiksek dozlarda fungal etmenin misel gelisimini
%100 oraninda engelleyebildigi gézlenmistir.

S6z konusu ugucu yaglarin kullanildiklar1 dozlardaki misel engelleme oranlar
kullanilarak yapilan Probit analiz sonucunda ugucu yaglarin fungus misel gelisimini
%350 oraninda engelleyen etkili konsantrasyon (ECso) degerleri, T. spicata i¢in 0.857
ul/petri, O. syriacum i¢in 0.981 pl/petri, T. serypllum igin 1.71 ul/petri, F. vulgare igin
2.146 ul/petri, L. citridora igin 3.154 pl/petri, M. aura i¢in 7.236 ul/petri, O. majorona
icin 9.238 ul/petri olarak, E. camaldulensis i¢in 56.832 ul/petri hesaplanirken, en
yiiksek ECso degeri C. aurantium igin 99.0 ul/petri olarak belirlenmistir (Cizelge 4.2).
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Caksir (F. communis) ugucu yaginin test edilen tiim dozlarda engelleme gozlenmemesi
nedeniyle bu yag i¢in ECso degeri hesaplanamamastir.

Test edilen ugucu yaglar arasinda O. majorona ugucu yagi disinda tiim ugucu
yaglarin fungus miselini %100 oraninda engelleyen en diisiik konsantrasyonlarda (MIC)
[4.0 pl/petri dozlarda T. spicata, O. syriacum ve T. serpyllum ugucu yaglari; 6.0 ul/petri
dozdaF. vulgare ugucu yagi; 10.0 ul/petri dozda L. citridora ugucu yagi; 15.0 pl/petri
dozdaMentha x piperita f.sp. officinalis var. '‘Aura’ ugucu yagi;60.0 pl/petri dozda E.

camaldulensis ugucu yagi; 175 ul/petri dozda C. aurantiium ugucu yagi] antifungal

etkinliklerinin “fungusidal” 6zellikte oldugu belirlenmistir (Sekil 4.2).

Sekil 4.2. O. syriacum (A), F. vulgare (B), L. Citridora (C) ve O.majorona (D) ugucu
yaginin misel gelisimini tamamen engelleyen MIC degerlerinde fungistatik ve fungisal
etkinlikleri. O. Syriacum 4.0 pl/petri, F. vulgare 6.0 pl/petri, L. citridora 10.0 pl/petri
MIC degerlerinde fungisidal (ok) etkinlik gosterirken, O. majorona ugucu yagi 20.0
ul/petri dozundaki MIC degerinde fungistatik (ok), 25.0 pl/petri dozunda fungisidal
etkinlik gostermistir.
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Cizelge 4.2. Farkli dozlarda kullanilan ugucu yaglarin antaknoz hastalik etmeni C. karsti’nin misel gelisiminin (mm) engellenmesi iizerine
olan antifungal etkinligi

Bitki Ugucu yaglarin misel gelisimi (mm) iizerine etkisi

Dozlar(ul) Tss Os Tsy Fv Lc Ma Om Ec Ca Fc
0.00 90.00g 89.33g 90.00e 89.67i 90.00I 90.00g 90.00h 90.00d 90.00i 90.00e
0.25 88.33¢g 79.00f 90.00e 88.67i 86.00k 90.00g 90.00h 90.00d 90.00i 90.00e
0.50 52.00f 79.67f 90.00e 83.33h 77.00j 90.00g 90.00h 90.00d 90.00i 90.00e
0.75 47.67e 57.00e 87.00e 78.67g 73.67i 90.00g 90.00h 90.00d 90.00i 90.00e
1.00 42.00d 46.00d 71.33d 74.67f 68.33h 90.00g 90.00h 90.00d 90.00i 90.00e
1.50 32.00c 30.00c 58.33c 63.67¢ 64.679 90.00g 90.00h 90.00d 90.00i 90.00e
2.00 17.67b 15.33b 41.67b 49.0d 62.00f 90.00g 90.00h 90.00d 90.00i 90.00e
4.00 0.00a 0.00a 0.00a 32.0c 51.33e 78.67f 82.33g 90.00d 90.00i 90.00e
5.00 0.00a 0.00a 0.00a 13.33b 43.00d 67.00e 71.67f 90.00d 90.00i 90.00e
6.00 nt nt nt 0.00a 36.00c 54.33d 65.00e 90.00d 90.00i 90.00e
8.00 nt nt nt 0.00a 27.33b 45.33c 59.67d 90.00d 90.00i 90.00e

10.00 nt nt nt nt 0.00a 30.67b 54.33c 90.00d 90.00i 90.00e
15.00 nt nt nt nt 0.00a 0.00a 18.00b 90.00d 90.00i 90.00e
20.00 nt nt nt nt Nt 0.00a 0.00a 90.00d 90.00i 90.00e
25.00 nt nt nt nt Nt nt 0.00a 90.00d 90.00i 90.00e
30.00 nt nt nt nt Nt nt 0.00a 90.00d 90.00i 90.00e
40.00 nt nt nt nt nt nt nt 78.67¢c 90.00i 90.00e
50.00 nt nt nt nt nt nt nt 68.67b 90.00i 90.00e
60.00 nt nt nt nt nt nt nt 0.00a 83.00h 89.67e
70.00 nt nt nt nt nt nt nt 0.00a 75.00g 87.33d
80.00 nt nt nt nt nt nt nt nt 69.00f 83.67¢c
90.00 nt nt nt nt nt nt nt nt 54.33e 73.67b
100.00 nt nt nt nt nt nt nt nt 40.67d 62.00a
125.00 nt nt nt nt nt nt nt nt 26.33c nt
150.00 nt nt nt nt nt nt nt nt 12.67b nt
175.00 nt nt nt nt nt nt nt nt 0.00a nt
200.00 nt nt nt nt nt nt nt nt 0.00a nt
LDso 0.857 0.981 1.714 2.146 3.154 7.236 9.238 56.832 99.00 -
LDgo 2,772 2.85 3.222 6.688 21.373 13.819 18.9 120.205 150.19 -

* Siitun i¢inde yer alan ortalama degerlerin yanindaki farkli harfler uygulamalar arasindaki farkin istatistiksel olarak Duncan Coklu Karsilagtirma Testine gore 6nemli
oldugunu goésterir (P<0.05).
Koyu renkli engelleme degerleri test edilen dozda ugucu yagin antifungal etkinliginin fungusidal 6zellikte oldugunu gosterir.nt: bu dozda test edilmemistir
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Cizelge 4.3. Farkli dozlarda kullanilan ugucu yaglarin antaknoz hastalik etmeni C. karsti’nin misel gelisiminin %engellenmesi iizerine olan
antifungal etkinligi

Bitki Ugucu yaglarin misel gelisimin %engellenmesi iizerine etkisi

Dozlar Tss Os Tsy Fv Lc Mentas Om Ec Ca Fc
0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
0.25 1.85 11.57 0.00 1.12 4.44 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
0.50 42.22 10.82 0.00 7.06 14.44 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
0.75 47.04 36.19 3.33 12.27 18.15 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
1.00 53.33 48.51 20.74 16.72 24.07 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
1.50 64.44 66.42 35.19 28.99 28.15 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
2.00 80.37 82.84 53.70 45.35 31.11 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
4.00 100.00 100.00 100.00 64.31 42.96 12.59 8.52 0.00 0.00 0.00
5.00 100.00 100.00 100.00 85.13 52.22 25.56 20.37 0.00 0.00 0.00
6.00 nt nt nt 100.00 60.00 39.63 27.78 0.00 0.00 0.00
8.00 nt nt nt 100.00 69.63 49.63 33.70 0.00 0.00 0.00
10.00 nt nt nt nt 100.00 65.93 39.63 0.00 0.00 0.00
15.00 nt nt nt nt 100.00 100.00 80.00 0.00 0.00 0.00
20.00 nt nt nt nt nt 100.00 100.00 0.00 0.00 0.00
25.00 nt nt nt nt nt nt 100.00 0.00 0.00 0.00
30.00 nt nt nt nt nt nt nt 0.00 0.00 0.00
40.00 nt nt nt nt nt nt nt 12.59 0.00 0.00
50.00 nt nt nt nt nt nt nt 23.70 0.00 0.00
60.00 nt nt nt nt nt nt nt 100.00 7.78 0.37
70.00 nt nt nt nt nt nt nt 100.00 16.67 2.96
80.00 nt nt nt nt nt nt nt nt 23.33 7.04
90.00 nt nt nt nt nt nt nt nt 39.63 18.15
100.00 nt nt nt nt nt nt nt nt 54.81 31.11
125.00 nt nt nt nt nt nt nt nt 70.74 nt
150.00 nt nt nt nt nt nt nt nt 85.93 nt
175.00 nt nt nt nt nt nt nt nt 100.00 nt
200.00 nt nt nt nt nt nt nt nt 100.00 nt
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4.3. Bitki Ucucu Yaglarimin Fungus Misel ve Hif Yapilarinda Meydana Getirdigi

Morfolojik Degisiklerin Belirlenmesi

Calismada nispeten yiiksek diizeyde antifungal etkinlik gosteren kekik (T. spicata
var. spicata), Suriye kekigi (O. syriacum), rezene (F. vulgare) ve limon otu (L.
citridora), ugucu yaglarinin misel gelisimini tamamen engelledikleri fungisidal MIC
dozlarinda (4.0, 6.0 ve 10.0 pl/petri) misel yapilar iizerinde olusturdugu morfolojik
degisiklikler 151k mikroskobu altinda incelendiginde yapilan mikroskobik gozlemlerde
secilen 4 farkli ugucu yagin buhar fazinda fungus hifleri iizerinde kontrol petrilerdeki
saglikli hif gelisimleriyle karsilastirildiginda oldukg¢a siddetli morfolojik bozulmalara
neden oldugu gozlenmistir. Kontrol petrilerinde oldukca kalin, piiriizsiiz hiicre duvarina
sahip hifler dallanarak boyuna uzamaya devam ederken (Sekil 4.3) 2 giin 6n gelismeye
birakilmis misellerin bulundugu petrilere T. spicata, O syriacum, F. vulgare ve L.
citridora gibi yiiksek antifungal etkinlik gdsteren ugucu yagmin fungisidal MIC dozlar
(4.0, 6.0 ve 10.0 pul/petri) petrilere ilave edildikten 3 giin sonra yapilan incelemelerde,
kontrol petrilerdeki fungal hif gelisimleriyle karsilastirildiginda oldukga siddetli
morfolojik degisikliklere neden oldugu gézlenmistir.

Ugucu yaglarin MIC dozlarina maruz kalmis C. Kkarstii hiflerinin kontrol
petrilerdeki gelisimler (Sekil 4.3) ile karsilagtirildiginda, O. syriacum ugucu yaginin
hiflerin sitoplazmalarindaki koaligasyon ve hiicre duvarlarmin erimesi sonucu
sitoplazmik igerigin disartya dogru ¢ikmasina neden oldugu, rezene (F. vulgare) ugucu
yagin daha c¢ok hiflerin kenarlarinda ince c¢ikinti seklinde olusumlarin (Sekil 4.3C)
yanisira hiflerin sitoplazmalarinda pihtilagsma (koagiilasyon), T. spicata ugucu yaginin
fungisidal MIC dozuna (4.0 pl/petri) maruz kalmis fungus miselleri iizerinde ise L.
citridora ugucu yaginda gozlenen morfolojik degisikliklere benzer sekilde hiflerin
septumlar1 arasinda kisalma, bogumlasma, sisme, hiflerin kenarlarinda ince ¢ikinti
seklinde olusumlarin (Sekil 4.3C) yanisira hiflerin sitoplazmalarinda koaligasyon,
hiflerin u¢ kisimlarinda hiicre duvarlarinin erimesi sonucu sitoplazmik igerigin disartya
dogru bosalmasi seklinde karakterize edilmis daha siddetli morfolojik anormallikler
(Sekil 4.3 D) gozlenmistir.
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Sekil 4.3. O. syriacumC. karstii’nin kontrol (A), O. syriacum (B-C), F. vulgare (D) ve
T. spicata (E-F) ugucu yaglarin MIC dozlarina maruz kalmis petrilerde gelisen
miselleriiizerinde gozlenen morfolojik degisiklikler. Hiflerin sitoplazmalarinda kontrol
petrilerdeki saglikli misellere kiyasla gozlenen koagiilasyon (B, C, E), sitoplazmik
icerigin disar1 bosalmasi (C), hiflerin kenarlarinda ince ¢ikint1 seklinde olusumlar (D),
bogumlasma ve genisleme (E-F) seklinde ortaya ¢ikan morfolojik anormallikler (ok)

Onceden yapilmis ¢alismalarda farkli kekik ve rezene gibi bitkilerden elde edilen
ucucu yaglarinin buhar fazinda fungusidal dozlarinda toprak (Bianchi ve ark., 1997;
Fiori ve ark., 2000; Nakamura ve ark., 2004; Romagnoli ve ark., 2005; Soylu ve ark.,
2007) ve yaprak kokenli (Soylu ve ark., 2006; Soylu ve ark., 2010) bitki patojeni
hastalik etmenlerin misel yapilarinda benzer morfolojik degisikliklere neden oldugu 11k
ve elektron mikroskobu ile yapilan mikroskobik gozlemlerle bildirilmistir. Bitki ugucu

yaglar1 i¢inde bulunan sekonder bilesikler, 6zellikle fenolikler, enzimatik aktiviteleri
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sonucunda hiicre duvarinda ve mebraninda neden oldugu degisikliklerden dolay1 misel
icerisinde gozlenen morfolojik ve sitoplazmik degisikliklerden sorumlu bilesikler

oldugu bildirilmistir (Knobloch ve ark., 1989; Rasooli ve ark., 2006)

4.4. Antagonist Bakteri Izolatlarimn C. Karstii’ye Kars1 in vitro Antagonistik
Etkinlikleri, Antagonistik ve Bitki Gelisimini Tesvik Eden Etki

Mekanizmalarimin Belirlenmesi

4.4.1. Aday Epifit ve Endofit Bakteri izolatlarinin izolasyonu ve Tamlanmasi

Antraknoz hastalik etmeni C. karstii’nin hastalik olusturdugu bahgelerde bulunan
turuncggil ve avokado agac¢larmin saglikli toprak alt1 (kok, kok bogaz1 ve koklere yakin
topraklardan) ve toprak iistii (kok bogazina yakin govde, dal, siirgiin, yaprak ve meyve)
aksamlarindan denemelerde kullanilmak {izere aday epifit ve endofit bakteri izolatlarin
izolasyonlar1 O6nceden bildirilen protokoller uygulanmak suretiyle yapilmistir (Sekil
3.3). Izolasyonlar sonucunda, bélgeyi, konuk¢u bitki kismi ve izole edildigi petriyi
temsil edecek sekilde farkli morfolojik goriiniimlii 32 adeti endofit (%45.7), 37 adeti ise
epifit (%52.9) olmak tizere toplam 69 bakteri ve 1 adet maya (%]1.4) izolat1 olmak iizere
70 aday bakteri ve maya izolati elde edilmistir.

Elde edilen tiim izolatlarla biyoetkinlik ¢aligsmalarina gegilmeden once bitkilerde
hastalik etmeni olup olmadigini belirlemek amaciyla saglikli tiitiin yapraklarinda HR
(Sekil 3.4) ve patates dilimlerinde yumusak ciiriikliik testleri (Sekil 3.5) yapilmistir.
Yapilan patojenite testleri sonucunda ve her iki testte negatif sonu¢ veren 29 adeti
endofit, 33 adet, epifit olmak iizere 62 aday bakteri ve 1 maya izolatinin, hastalik
etmenlerine kars1 antagonistik etkinliklerinin belirlenmesi amaciyla MALDI-TOF MS
ile tiir tan1lamas1 yapilmastir.

Elde edilen tiirler daha sonra tiir diizeylerinde belirlenmesi amaciyla 2 tekerriirlii
olmak iizere MALDI-TOF yontemiyle kesin tiir teshisleri yapilmistir. Yapilan MALDI-
TOF analizler sonucunda elde edilen ve indeks degeri 1.7 ve iizerinde olan toplam 58
izolattan 16 tanesi (%27.6) Gram-negatif, 42 tanesi (%72.4) Gram-pozitif oldugu
belirlenmistir. Tir diizeyinde tanisi yapilan 58 izolat arasinda yer alan Bordetella

petrii,Escherichia coli, Klebsiella spp., ve Staphylococcus spp., olarak tanilanan 8 adet
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farkl: tiirlere ait izolatlarin literatiirlerde insan patojeni olmasi nedeni ile denemelerden
cikartilmig ve geri kalan 49 bakteri ve 1 maya izolat ile ¢alisilmaya karar verilmistir.
Elde edilen 50 izolatin 20 tanesi endofit, 30 tanesi ise epifit karakterli izolatlardir
(Cizelge 4.4).

Tiir diizeyinde teshisi yapilan ve denemelerde kullanilan 50 izolata ait sonuglar
Cizelge 4.4 de sunulmustur. Elde edilen izolatin 12 tanesi dal-govde, 10 tanesi kok, 13
tanesi meyve, 15 tanesi ise yapraktan izole edilmistir. Izole edilen izolatlarin 20 tanesi
endofit, 30 tanesi epifit kokenlidir. Bu izolatlarin konuk¢u bitkilere gore
dagilimlariincelendiginde, 16 izolat avokado agacindan, 34 izolat ise farkli turunggil
agaclarindan izole edilmistir.

Elde edilen 31 farkl tiire ait bakteri ve 1 maya izolatlarin cins diizeyinde dagilimi
incelendiginde en yaygin izolatlarin 32 adet ile Bacillus cinsine bagl oldugu tiirler olup,
bunu siras1 ile 2’ser izolatla Pseudomonas ve Lactobacillus, 1’er izolatla ise
Acinetobacter, Chyseobacterium, Cronobacter, Enterobacter, Jantinobacterium,
Klebsiella, Lelliottia, Lysinibacillus, Paenibacillus, Pantoea, Rhizobacterium,
Sacharomyces, Serratia ve Staphylococcus cinsleri takip etmistir.

Tiir diizeyinde teshis edilen 49 bakteri izolatin; 12 tanesi Gram-negatif (%24.5),
37 tanesi Gram-pozitif (%75.5) tiirlerinden olusmustur. Gram negatif olarak belirlenen
toplam 12 izolat arasinda, 2 izolat Pseudomonas chlororaphis, Pseudomonas koreensis,
1’er izolat ise Acinetobacter schindleri, Chyseobacterium scophthalmum, Cronobacter
sp., Enterobacter cloaceae, Jantinobacterium lividum, Klebsiella oxytoca, Lelliottia
amnigena, Pantoea aglomerans, Rhizobacterium radiobacter ve Serratia
proteamaculans olarak tiir diizeylerinde tanilanmiglardir. Toplam 37 Gram pozitif izolat
arasinda, 32 izolat Bacillus spp. (%86.5) olarak belirlenirken bunu 2 izolat ile
Lactobacillus brevis, Lactobacillus plantarum, 1’er izolatla Lysinibacillus sphaericus,
Paenibacillus polymyxa ve Staphylococcus warneri izolatlari izlemislerdir (Cizelge
4.4).
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Cizelge 4.4. Farkli konukgu bitkileri ve bitki kisimlarindan izole edilen epifit ve endofit
bakteri izolatlar, genel 6zellikleri ve MALDI-TOF tan1 sonuglart

izolat Adu KE(S)?[LI::U IEllstl':lll Reilzzir;on I\g'li\ol_rlal
Acinetobacter schindleri KGA32en Avokado Meyve - 2.20
Bacillus atrophaeusKGT7en Limon Govde + 2.10
Bacillus cereusKGT13en Limon Govde + 2.36
Bacillus cereusKGT16en Portakal Meyve + 2.31
Bacillus megateriumKGT11ep Portakal Dal + 241
Bacillus mojavensisKGT1ep Portakal Dal + 2.05
Bacillus mojavensisKGT5ep Limon Dal + 2.07
Bacillus mycoidesKGT8en Greyfruit Kok + 2.35
Bacillus pseudomycoidesKGT?22ep Mandarin Kok + 1.99
Bacillus pumilusKGT4en Mandarin Kok + 1.96
Bacillus pumilusKGT6ep Turung Meyve + 2.36
Bacillus simplexKGT9ep Limon Kok + 1.97
Bacillus subtilisKGT2ep Mandarin Dal + 2.00
Bacillus amyloliquefaciens KGA27ep Avokado Dal + 2.27
Bacillus amyloliquefaciens KGT12ep Portakal Kok + 1.98
Bacillus amyloliquefaciens_ssp_plantarum KGA33ep Avokado Meyve + 2.01
Bacillus atrophaeus KGA29ep Avokado  Yaprak + 2.13
Bacillus atrophaeus KGA40en Avokado Meyve + 2.02
Bacillus cereus KGA25¢ep Avokado Govde + 2.35
Bacillus cereus KGA26ep Avokado Dal + 2.47
Bacillus cereus KGA44en Avokado Dal + 2.25
Bacillus cereus KGT18ep Limon Dal + 2.33
Bacillus cereus KGT19ep Portakal Meyve + 2.42
Bacillus cereus KGT24ep Portakal Yaprak + 2.17
Bacillus cereus KGT49ep Limon Yaprak + 2.06
Bacillus megaterium KGT21en Portakal Govde + 2.29
Bacillus megaterium KGT39ep Limon Kok + 2.39
Bacillus mojavensis KGT17en Mandarin ~ Govde + 2.01
Bacillus mojavensis KGT20ep Turung Yaprak + 1.97
Bacillus pumilus KGA37ep Avokado Dal + 2.06
Bacillus simplex KGA31en Avokado Dal + 2.04
Bacillus simplex KGT23en Portakal Meyve + 2.19
Bacillus thurigiensis KGT15ep Limon Govde + 2.39
Chyseobacterium scophthalmum KGA46en Avokado Meyve - 1.95
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Cizelge 4.4. (Devam) Farkli konukgu bitkileri ve bitki kisimlarindan izole edilen epifit
ve endofit bakteri izolatlar, genel 6zellikleri ve MALDI-TOF tani sonuglari

izolat Ads “Sitids tasm_ Realaiyon _ Skoru
Cronobacter sp. KGT51ep Limon Kok - 2.13
Enterobacter cloaceae KGA50en Avokado Meyve - 2.34
Jantinobacterium lividum KGA48en Avokado Kok - 2.29
Klebsiella oxytoca KGA30ep Avokado Kok - 2.36
Lactobacillus brevis KGT41ep Limon Dal + 2.47
Lactobacillus plantarumKGT42ep Mandarin ~ Meyve + 2.46
Lelliottia amnigena KGA38en Avokado Kok - 242
Lysinibacillus sphaericus KGT3en Limon Dal + 2.40
Paenibacillus polymyxa KGT45ep Mandarin  Yaprak + 2.04
Pantoea aglomerans KGT35En Greyfruit Dal - 2.15
Pseudomonas chlororaphis KGT10ep Mandarin  Yaprak - 2.35
Pseudomonas koreensis KGT47en Portakal Kok - 1.98
Rhizobacterium radiobacter KGT52ep Portakal Kok - 2.21
Sacharomyces cerevisiae KGT43ep Mandarin ~ Meyve Y 2.23
Serratia proteamaculans KGT34en Mandarin Kok - 2.34
Staphylococcus warneri KGA28ep Avokado Kok + 1.98

(+): Gram pozitif bakteri; ( -): Gram negatif bakteri; (Y): maya

S6z konusu 49 bakteri izolat arasinda 5 Bacillus tiirtin (Bacillus cereus, Bacillus
mojavensis, Bacillus megaterium Bacillus pumilis ve Bacillus simplex) hem epifit
hemde endofit izolatlar1 elde edilmistir.

Bitkilerin kok ve toprak bolgesi (rizosfer) ile toprak iistii aksamlar1 (phylosphere)
gerek epifit gerekse endofit olarak yasayan farkli tiirlere ait pek ¢ok yararli fungal,
bakteriyel, viral mikrobiomlara konukg¢uluk eder. Bu tiir bolgelerden farkli o,  ve y
Proteobacteria subesinin yanisira Firmicutes ve Actinobakteri tiirlerine ait epifit ve
endofit bakteri izolatlar1 elde edilmis olup, yapilan tamilama calismalarinda endofit
bakteri izolatlarmin ayni zamanda bitkilerin farkli kisimlarinda epifit olarakta
karsilagilabilecegi bildirilmistir (Hallmann ve ark., 1997; Sturz ve ark., 2000;
Rosenblueth ve Martinez-Romero, 2006; Sun ve ark., 2009; Romero ve ark., 2014; Shi
ve ark., 2014; Santayo ve ark., 2016). Marquez-Santacruz ve ark. (2010) bitkilerin igsel

dokularindan izole edilen endofit bakteri izolatlarin tohum, celik, as1 gozii gibi bitkisel
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tiretim materyalleri igerisinde gelisebilen toprakta yasayan rizosfer kokenli bakterilerin

alt populasyon grubu olabilecegini bildirmistir.

4.4.2. Epifit ve Endofit Bakteri izolatlarimn C. Karstii’nin Misel Gelisiminin
Engellenmesi iizerine Antagonistlik Etkinliklerinin in vitro Kosullarda

Belirlenmesi

Titlin yapraklarinda ve patates dilimleri ilizerinde yapilan patojenisite testlerinde
(HR ve patates cliriikliik testleri) negatif sonu¢ veren 50 endofit ve epifit bakteri ve
maya izolatin C. karstii’nin misel gelisimini engelleme (antagonistik) etkinlikleri 1:1
oraninda karigtirilarak kullanilan PDA ve TSA besiyeri igeren petri kaplarinda ikili
kiiltiir testlemeleriyle (Sekil 3.6) belirlenmistir.

Bakteri izolatlarinin test edildigi fungal etmenlerinin misel gelisimlerini
engelleme oranlart; (i) hi¢c engelleyemeyenler, (ii) %0.5-24.9 zayif diizeyinde
engelleyenler, (iii) %25.0-49.9 orta diizeyinde engelleyenler ve (iv) %50.0>giiclii
diizeyde engelleyen izolatlar olmak iizere 4 grup altinda incelenmistir (Dalal ve
Kulkarni, 2014). In vitro ikili kiiltiir test sonuglarina gore kullanilan tiim izolatlarin test
edildikleri hastalik etmenin misel gelisimlerini zayiftan giicliiye olmak iizere degisen
oranlarda engelledigi belirlenmistir (Cizelge 4.5).

Ikili kiiltiir testlemelerinde test edilen 50 endofit ve epifit bakteri ve maya
izolatinin fungal hastalik etmeni C. karstii’nin misel gelisimini engelleme diizeyleri
degerlendirildiginde; 3 izolatin (%6.0) misel gelisimini %0.1-24.9 gibi degisen
oranlarda zayif diizeyde engellerken, 14 izolatin (%28.0) misel gelisimini %25.0-49.9
gibi degisen oranlarda orta diizeyinde engelledigi, 33 izolatin (%66.0) ise misel
gelisimini >%50 bir oranda olmak iizere gii¢lii diizeyde engelledigi gézlenmistir (Sekil
4.4).
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Cizelge 4.5. Farkli konukgulardan elde edilen endofit ve epifit antagonist bakteri
izolatlarmn in vitro ikili kiiltiir testlerinde Colletotrichum karstii’nin misel gelisimini
engelleme potansiyelleri. Bakteri izolatlar etkinliklerine gore siralanmistir

Antagonistik Etki?

Izolat MG MGE
Bacillus mojavensis KGT1ep 10.332 82.78
Bacillus subtilis KGT2ep 15.00° 75.00
Bacillus amyloliquefaciens KGT12ep 16.33% 72.78
Bacillus atrophaeus KGT7en 16.67% 72.22
Bacillus cereus KGT13en 16.67" 72.22
Pseudomonas chlororaphis KGT10ep 16.67% 72.22
Bacillus atrophaeus KGA29ep 17.67"¢ 70.56
Bacillus amyloliquefaciens KGA27ep 18.33¢ 69.44
Bacillus pseudomycoides KGT22ep 18.67¢¢ 68.89
Bacillus cereus KGA26ep 19.33¢f 67.78
Bacillus pumilus KGT6ep 20.33%9 66.11
Bacillus amyloliquefaciens_ssp_plantarum KGA33ep 20.3349 66.11
Bacillus atrophaeus KGA40en 21.33¢%h 64.44
Bacillus cereus KGT49ep 21.67% 63.89
Bacillus mycoides KGT8en 22.33" 62.78
Klebsiella oxytoca KGA30ep 22.33 62.78
Bacillus simplex KGT9ep 23.009 61.67
Bacillus pumilus KGA37ep 24.00Mk 60.00
Paenibacillus polymyxa KGT45ep 24,00k 60.00
Pseudomonas koreensis KGT47en 24.00Mk 60.00
Bacillus mojavensis KGT20ep 24.33Mk 59.44
Bacillus mojavensis KGT5ep 24.67" 58.89
Bacillus cereus KGT18ep 25.001™ 58.33
Bacillus mojavensis KGT17en 26.33k" 56.11
Bacillus cereus KGT16en 27.33%0 54.44
Chyseobacterium scophthalmum KGA46en 27.33"° 54.44
Bacillus cereus KGT24ep 27.67m° 53.89
Bacillus thurigiensis KGT15ep 28.00m™ 53.33
Pantoea aglomerans KGT35en 28.33™P 52.78
Staphylococcus warneri KGA28ep 28.33"P 52.78
Bacillus pumilus KGT4en 29.00™" 51.67
Bacillus cereus KGT19ep 29.67°° 50.56
Serratia proteamaculans KGT34en 29.67°¢ 50.56
Bacillus cereus KGA25ep 30.33%¢ 49.44
Bacillus cereus KGA44en 31.007t 48.32
Lysinibacillus sphaericus KGT3en 31.33°t 47.78
Jantinobacterium lividum KGA48en 31.67" 47.22
Lelliottia amnigena KGA38en 31.67" 47.22
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Cizelge 4.5. (Devam) Farkli konukgulardan elde edilen endofit ve epifit antagonist
bakteri izolatlarin in vitro ikili kiiltiir testlerinde Colletotrichum karstii’nin misel
gelisimini engelleme potansiyelleri. Bakteri izolatlar etkinliklerine gore siralanmistir

Antagonistik Etki?

Izolat MG MGE
Bacillus simplex KGA31en 32.33%¢ 46.11
Sacharomyces cerevisiae KGT43ep 34.00%V 43.33
Lactobacillus plantarumKGT42ep 34.67% 42.22
Bacillus megaterium KGT11ep 36.00v 40.00
Bacillus megaterium KGT21en 36.67Y 38.89
Bacillus simplex KGT23en 36.67Y 38.89
Bacillus megaterium KGT39ep 37.00v 38.33
Lactobacillus brevis KGT41ep 37.00v 38.33
Enterobacter cloaceae KGA50en 39.47Y 34.22
Acinetobacter schindleri KGA32en 49.67Y* 17.22
Rhizobacterium radiobacter KGT52ep 51.1Y2 8.04
Cronobacter sp. KGT51ep 59.8* 0.33
Kontrol (C. karstii) 60.00¢ 0.00

MG: Misel Gelisimi; MGE: Misel Gelisiminin Engellenme orani (%)
2 Siitun igerisinde yer alan ortalama degerlerin yanindaki aym kiigiik harfler izolatlar arasindaki farkin
istatistiksel olarak 6nemli olmadigini gosterir (Duncan Coklu Karsilastirma Testi, P<0.05)

Yapilan istatistik analiz sonucunda izolatlar arasinda 6nemli farkliliklarin oldugu,
yiiksek etkinlik gosteren izolatlar arasinda Pseudomonas chlororaphis disinda genelde
Gram pozitif bakteri tiirlerinin (6zellikle Bacillus spp. bagli izolatlar) hastalik etmeninin
misel gelisimini etkili bir sekilde engelledigi tespit edilmistir (Cizelge 4.5). Hastalik
etmeninin misel gelisimini en giiclii engelleyen izolat %82.78 engelleme oram ile
Bacillus mojavensis KGT1epizolati olurken bu izolati sirasiyla %75.0 engelleme orani
ile Bacillus subtilis KGT2epve%72.78 engelleme orani ile Bacillus amyloliquefaciens
KGT12epizolatlart izlemistir (Cizelge 4.5, Sekil 4.5). Misel gelisimini engellemede en
etkili ilk 10 izolatin 2 tanesi endofit, 8 tanesi epifit karekterde izolat oldugu
gozlenmistir. Test edilen antagonist bakteri izolatlar: arasinda ayni tiire ait izolatlarin
fungal etmene karsi gosterilen antagonist etkinliklikler arasinda istatistiksel olarak
onemli diizeylerde farkliliklar goriilmistiir (Sekil 4.4).

Hastalik etmenine karsi en diisiik antagonistik etkinlik%0.33-17.22 engelleme
oranlar1 ile Cronobacter sp. KGT51ep, Rhizobacterium radiobacter KGT52ep ve
Acinetobacter schindleriK GA32en izolatlar1 tarafindan gosterilmistir. Yapilan istatistik

analizlerde izolatlarin kontrol grubu ile ayni istatistik grubunda yer aldigibelirlenmistir.
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Epifit ve endofit bakteri izolatlarinin misel gelisimini engelleme etkinliklerine gore
degerlendirildiginde, epifit bakterilerin antagonist etkinligi %0.33-82.78 araliinda
(ortalama 9%55.88), endofit bakteri izolatlarinin ise antagonist etkinligi %17.22-72.22
araliginda degistigi (ortalama 50.88) tespit edilmistir.

Sekil 4.4. ikili kiiltiir testlemeleri ile farkl1 tiitlere ait epifit ve endofit bakteri
izolatlarinin fungal etmen C. karstii nin misel gelisimini degisen oranlarda engelleme
potansiyelleri

Calismalarimizda kullanilan C. Kkarstii tizerine yapilmis herhangi bir biyolojik

miicadele ¢aligmasina rastlanilmamistir. C. karstii’nin misel gelisimini >%350 {izerinde
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engellemek suretiyle antagonistik etkinlik gosteren toplam 33 izolattan 25 tanesinin
(%75.8) Bacillus spp. ait oldugu tespit edilmistir.

Bacillus ve Pseudomonas cinslerine dahil bir ¢ok biyokontrol izolatlar ve bunlarin
biyoaktif sekonder metabolitleri, dogrudan antibiyoz (antagonistiki etkinlik), bitki
biliylimesinin tesviki ve konukcu bitkilerinde sistemik direncin tesvik edilmesi gibi
cesitli mekanizmalar1 kullanmak suretiyle bitki sagligi acisindan faydali bakteriyel
mikrobiyomlar olarak kabul edilebilir (Dimkic ve ark., 2022). Bacillusve Pseudomonas
spp. ait izolatlarin farkli konukgu bitkilerde hastaliklara neden olan bir¢ok tohum,
toprak, yaprak ve depo kokenli fungal ve bakteriyel hastalik etmenlerine kars1 yiiksek
diizeylerde antagonistik etkinlikler gosterdikleri bildirilmistir (Soylu ve ark., 2005;
Soylu ve ark., 2021; Soylu ve ark., 2022). Dogrudan antibiyoz, konuk¢u bitkide
uyarilmis bir bagisiklik sistemi tepkisi (ISR) ve besinler ve yer i¢in rekabet bu cinslerin
kullandiklar1 en yaygin biyokontrol etki mekanizmalaridir. Antagonist bakteri izolatlari
tarafindan sergilenen biyoetkinliklerden genelde aralarinda ¢alismalarimizda da
belirledigimiz antimikrobiyal bilesiklerin (siderofor, proteaz, amonyak gibi) yani sira
biysiirfektant, phenazine-1-carboxylic acid, 2-hydroxy-phenazine, cyclic lipopeptide ve
lahorenoic acid A gibi peptidler, mikolotik enzimlerden chitinaz, 3-1,3-glucanase and f3-
1,4-glucanase gibi enzimlerinrol oynadig bildirilmistir (Huang and Chen, 2004; Araujo
ve ark. 2005; Chung ve ark., 2008; Singh ve ark., 2008; Chaiharn ve ark., 2008; Gupta
ve ark.,2006; Xiao ve ark., 2009; Senthilkumar ve ark., 2009; Zhao ve ark., 2010;
Bacon ve ark., 2012; Kumar ve ark., 2012; Shadid ve ark., 2017).

Bacillus cinsine ait tiirler, hizli biiylimeleri, kullanim kolayligi ve miikemmel
kolonizasyon ozellikleri nedeniyle genellikle biyolojik miicadele c¢alismalariyla
biyolojik preparat yapiminda en ideal tiirler olarak kabul edilir. Olumsuz cevre
kosullarma kargt korumay: saglayan endospor olusturan Bacillus izolatlari, besin
gereksinimleri i¢in bir¢ok bitki patojenleri ile dolayli olarak rekabet ederek ya da
dogrudan aktif olan iturin, surfaktin ve fengisin gibi ¢esitli lipopeptit bilesikleri lireterek
gelisimlerini baskilayabilir ve tamamen engelleyebilir. Ayrica Bacillus spp. tarafindan
iiretilen alkoller, aldehitler, aromatikler, siilfiirler ve ketonlar dahil olmak iizere ugucu
maddeler bitkilerde sistemik direnci tesvik edebilir. Bacillus spp. kaynakli lipopeptidler,
poliketidler, ucucu bilesikler ayn1 zamanda Jasmonik asit (JA), salisilik asit (SA) veya

etilen (ET) sinyal yollarinin aktivasyonu yoluyla, konukcu bitkilerde patojenez ile ilgili
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(PR) proteinleri ve diger savunma ile ilgili proteinleri kodlayan genlerin ekspresyonunu
uyarabilir. Bacillus izolatlar1 ve bunlarin ugucu bilesenlerinin baska bir 6zelligi ise
fungal hastalik etmenlerinin misel biiyiimesi, penetrasyon, sporulasyon ve viriilenslikte
yer alan genlerin ekspresyonunu asagi dogru regiile etme yetenegi olarak
bildirilmistir(Dimkic ve ark., 2022).

Bacillus spp ait izolatlarin bitki gelisimini tesvik etmelerinin yanisira, tiretmis
olduklar1 antimikrobiyal etkiye sahip 70’den fazla bilesiklerinfarkli {iriinlerde sorun
olan tohum, toprak, yaprak ve depo kokenli fungal ve bakteriyel hastalik etmenlerine
kars1 etkinlik gosterdigibildirilmistir. Bacillus spp. arasinda 6zellikle B. mojavensis, B.
subtilis, B. amyloliquefaciens, B. pumilus, B. atrophaeus, B. pseudomycoides, B. cereus,
B. tequilensis, B. mycoidesve B. simplex gibi tiirler biyolojik miicadele ¢aligmalarinda
one ¢ikan tiirler olarak bildirilmistir (Stein, 2005; Guerrero-Barajas ve ark., 2020). B.
subtilis, B. amyloliquefaciens, B. pumilus, B. licheniformis, B. cereus ve B.
thuringiensis tarafindan sentezlenen iturin, surfactin, lichenysin, fengycin gibi
bilesenlerin farkli fungal ve bakteriyel hastaliklara karsi in vitro ve in vivo kosullarda
antimikrobiyal etkiye sahip bilesenler oldugu belirlenmistir (Tsuge ve ark., 1999; Kim
ve ark., 2004; Huszcza ve Burczyk, 2006).

Agrobacterium, Bacillus ve Pseudomonas cinslerine bagli bakteri izolatlardan
iiretilen biyolojik kokenli preparatlar diinyapestisitpazarinda olduk¢a O6nemli bir yere
sahiptir (Fravel, 2005). Bu cinsler arasinda Bacillus spp. (6zellikle Bacillus subtilis) ait
endofit ve epifit bakteri izolatlar1 farkli molekiiler yapiya sahip antimikrobiyal bilesikler
iiretmeleri, iiretilen bilesiklere kars1 hastalik etmenlerin dayaniklilik gelistirememesi, bu
tiire ait izolatlarin olumsuz ¢evre kosullarina kars1 dayanikli endospor olusturmalar gibi
ozelliklerinden dolay1 biyofungusit pazarinda ve biyolojik miicadele ¢alismalarinda en
fazla arastirilmalar1 yapilan biyokontrol etmenleridir. Biyolojik miicadele preparati
pazarmin%50°’den fazlasim1 Bacillus spp.ait biyopreparatlar olusturur. Lepidoptera
larvalarma kars1 insektisid olarak kullanilan B. thuringiensis preparatlar1 pazarda en
yiiksek paya (>%70) sahip biyoprepat olarak bilinir. Son yillarda bilingli tiiketicilerin
artmasiyla organik tarima olan pozitif yaklagimlar, farkli Bacillus spp.ait (Bacillus
subtilis strain GBO3, B. subtilis strain QST 713, B. subtilis MBI 600, B. subtilis var.
amyloliquefaciens strain FZB24, B. licheniformis strain SB3086 ve B. pumilus GB 34)

izolatlardan tiretilen biyopreparatlar fungal ve bakteriyel hastaliklara kars1 bir¢ok tilkede

70



yaygin olarak ruhsatli olarak kullanilmak suretiyle pazardaki yerleri ciddi sekilde artis
gostermektedir.

Bacillus gibi bir diger 06nemli biyolojik miicadele etmeni tiirleri
igerenPseudomonas, karmasik bitki-patojen-antagonist etkilesimine aktif olarak katilan,
bitki saglig1 iizerinde olumlu etkileri bulunan, biyokontrol potansiyeli olan tiirler
acisindan zengin kozmopolit bir bakteri cinsidir. Pseudomonas spp. tarafindan iiretilen
en yaygin molekiiller 2,4-diacetylphloroglucinol, phenazine-1-carboxylic acid,
phenazine-1-carboxamide, pyoluteorin ve pyrrolnitrin sayilabilir. Pseudomomonas spp.
tarafindan tdretilen bu bilesiklerin yani1 sira nunamycin, nunapeptin, brasmycin ve
braspeptin gibi cyclic lipopeptidler tarimda bitki biyokontrolii ve biyostimiilasyon
ajanlar1 olarak yogun bir sekilde ¢alisilmisgtir (Dimkic ve ark., 2022). Nunamycin,
nunapeptin, brasmycin ve braspeptin gibi bilesikler fungal hastalik etmenlerin biiyiime
ve gelisiminin Onlenmesinde temel rol oynayan bilesikler olarak tanimlanmiglardir
(Bernal ve ark., 2002; Jiang ve ark., 2015). Bu bilesiklerin yanisira phenazines, sessilins
ve orfamides bazi1 fungal hastaliklarinin baskilanmasinda ilave rollere sahip oldugu
gosterilmistir.  GerekBacillusgereksePseudomonas spp. ait izolatlar chitinases,
glucanases ve proteases’lar gibi birgok fungal bitki hastaliginin baskilanmasinda rol
oynayan enzimleri iiretirler. Uretilen bu enzimler esas olarak fungal patojen
biyokiitlesinin ve hiicre duvarlarinin yikilmasini saglar(Dimkic ve ark., 2022).

Farkli konukgu bitkilerde sorun Colletotrichum spp. karsi diger iilkelerde
yapilanmiicadele ¢aligmalar1 bulunmakla birlikte (Stirling ve ark., 2015; Guardado-
Valdivia ve ark., 2018; Zhao ve ark., 2019), yapilan kapsamli literatiir arsatirmasinda
antraknoz hastaligi etmeni Colletotrichum karstii’ye karsi gerek tlilkemizde gerekse
diger iilkelerde yapilmis herhangi bir biyolojik miicadele caligmalarina rastlanilmistir.
Bu kapsamdan calismamiz gerek iilkemiz gerekse diinya genelinde C. karstii’nin
biyolojik miicadelesine yonelik yapilmis ilk caligmadir.

Turunggillerde farkli Colletotrichum spp.’ye karsi daha 6nceden yapilmis olan
oldukca sinirli sayida ¢alismaya rastlanilmistir. Yapilan biyolojik miicadele
calismalarinda bir maya tirii olan Pichia membranaefaciens ileBacillus
amyloliquefaciens, Bacillus subtilis, Bacillus mycoides ve Bacillus tequilensis
izolatlarinin turuncgil, papaya, asma cilek ve avokado bitkilerinde sorun olan

Colletotrichumgloeosporioides hastalik etmenine karsi biyolojik miicadele kapsaminda
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etkinliklerini gerek in vitro gerekse in vivo kosullarda ortaya koymuslardir (Kupper ve
ark., 2010; Osman ve ark., 2011; Mochizuki ve ark., 2012; Zhou ve ark., 2016;
Guerrero-Barajas ve ark., 2020). S6z konusu yapilan ¢aligsmalarda biyokontrol etmeni
izolatlarin fungal etmenin iturin A, ituD ve Ipa-14isimli antimikrobiyal bileseninin
sentezlenmesinde rol oynayan genleri aktive ettigi, proteaz, indol asetik asitve siderofor
gibi etki mekanizmalar1 kullanmak suretiyle spor ¢imlenmesini ve misel gelisimini
engelledigi, misel yapisinda morfolojik bozulmalara neden oldugu, in vivo kosullarda
uygulama yapilan konuke¢u bitkilerde hastalik ¢ikisinin ciddi diizeylerde baskilandigi
bildirilmistir.

4.4.3. Epifit ve Endofit Bakteri izolatlarinin Fungal Etmenlerin Misel Gelisiminin
Engellenmesinden (Antagonistik) Sorumlu Olas1 Biyokontrol Etki

Mekanizmalarimin Belirlenmesi

Denemlerde antagonistik etkinlikleri arastirilan izolatlarin fungal etmenin misel
gelisiminin engellenmesinden (antagonistik) sorumlu olabilecek olasi biyokontrol etki
mekanizmlarindan siderofor, proteaz enzimi, hidrojen siyaniir (HCN) ve amonyak
(NH3) iiretme kapasiteleri bu mekanizmalarin karekterizasyonuna spesifik besi yerleri
tizerinde olusturduklar1 engelleme zonlarinin bakteri c¢apina kiyaslanmasiyla
hesaplanmis indeks degerleri ile kantitatif(Sekil 3.10A,B), gelistikleri besi yelerinde
sebep olduklar1 renk degisiklik siddetlerine gore ise kalitatif olarak degerlendirilmistir
(Sekil 3.10D,E). Elde edilen sonuglar Cizelge 4.6’da toplu olarak verilmistir.

Cizelge 4.6. Farkli endofit ve epifit antagonist bakteri izolatlarin C. karstii’nin misel
gelisimini engellemede kullandiklari olas1 biyokontrol mekanizmalari?

Bakteri Izolat Sid-ind  Pro-ind NHsz HCN
1 Enterobacter cloaceae KGA50en 3.00° 0.002 + -
2  Chyseobacterium scophthalmum KGA46en 2.89° 0.002 nt nt
3 Serratia proteamaculans KGT34en 2.63" 2.09™ ++ ++
4 Pseudomonaschlororaphis KGT10ep 2.10m 1.44" +++ +++
5 Klebsiella oxytoca KGA30ep 2.09m 0.002 ++ ++
6 Bacillus mojavensis KGT1lep 1.95Mm 1.16¢ +++ -
7 Pseudomonas koreensis KGT47en 1.76' 1.10%¢ nt nt
8 Lelliottia amnigena KGA38en 1.624 0.00? + -
9 Bacillus amyloliquefaciens_ssp_plantarum KGA33ep 1.594 1.23¢%f + -
10 Jantinobacterium lividum KGA48en 1.53k 0.002 + -
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Cizelge 4.6. (Devam) Farkli endofit ve epifit antagonist bakteri izolatlarin C. karstii’nin
misel gelisimini engellemede kullandiklar1 olas1 biyokontrol mekanizmalari?

Bakteri Izolat Sid-ind  Pro-ind NHsz HCN
11 Pantoea aglomerans KGT35En 1.487 0.00? + -
12 Bacillus thurigiensis KGT15ep 1.440 1.56' ++ -
13 Lactobacillus plantarumKGT42ep 1.39¢91 0.002 ++ -
14 Staphylococcus warneri KGA28ep 1.38" 0.002 + -
15 Bacillus cereus KGT13en 1.36%1 1.2989 ++ +
16 Bacillus pseudomycoides KGT22ep 1.32¢ 0.00? ++ +
17 Lactobacillus brevis KGT41ep 1.30¢ nt ++ -
18 Cronobacter sp. KGT51ep 1.280 0.002 nt nt
19 Bacillus pumilus KGA37ep 1.23%9 1.22¢f ++ -
20 Paenibacillus polymyxa KGT45ep 1.22%9 1.67k + -
21 Lysinibacillus sphaericus KGT3en 1.18%f 0.00? + -
22 Bacillus simplex KGA31len 1.18%f 0.002 + -
23 Bacillus megaterium KGT11ep 1.17%¢ 1.18¢¢ nt nt
24 Bacillus pumilus KGT4en 1.16%¢ 1.05° -
25 Bacillus megaterium KGT21 1.15%d 1.95' + -
26 Sacharomyces cerevisiae KGT43ep 1.13d 0.002 + -
27 Bacillus amyloliquefaciens KGT12ep 1.11%¢ 1.23¢f ++ -
28 Bacillus atrophaeus KGA40en 1.117¢ 1.33f ++ -
29 Rhizobacterium radiobacter KGT52ep 1.11%¢ 0.002 nt nt
30 Bacillus pumilus KGT6ep 1.11% 0.002 nt nt
31 Bacillus megaterium KGT39ep 1.10%¢ 1.74K + +
32 Acinetobacter schindleri KGA32en 1.10%¢ 0.00? + -
33 Bacillus atrophaeus KGT7en 1.08%® 1.150 +++ -
34 Bacillus mojavensis KGT17en 1.08% 1.33f nt nt
35 Bacillus cereus KGA26ep 1.06° 1.45" nt nt
36 Bacillus subtilis KGT2ep 1.05° 1.09%¢ +++ -
37 Bacillus cereus KGT16en 1.042 1.76K nt nt
38 Bacillus mojavensis KGT5ep 1.032 1.19¢ + -
39 Bacillus atrophaeus KGA29ep nt 0.002 nt nt
40 Bacillus amyloliquefaciens KGA27ep nt 1.70 nt nt
41 Bacillus mycoides KGT8en nt 1.631 nt nt
42 Bacillus cereus KGT18ep nt 1.399" nt nt
43 Bacillus cereus KGA44en nt nt + -
44 Bacillus simplex KGT23 nt 1.76% nt nt

Sid-Ind: Siderofor; Pro-Ind: Proteaz; NHs: Amonyak; HCN: Hidrojen Siyaniir; nt: denemede
kullamlmamustir-, renk degisimi olmadigini, +, +, ++, +++ ise HCN veya amonyak konsantrasyonun
artigina paralel renk degisim siddetindeki artigin1 gosterir.

2 Ayni siitun igerisinde yer alan ortalama degerlerin yanindaki aym kiigiik harfler izolatlar arasindaki
farkin istatistiksel olarak 6nemli olmadigini gosterir (Duncan Coklu Karsilastirma Testi, P<0.05)

Cizelge 4.6’da gortilecegi gibi secilmis 38 bakteri izolatin CAS besi yeri lizerinde
olusturulan siderofor zonunun bakteri ¢apina oranlanmasiyla elde edilen en siderofor
indeks degerleri incelendiginde, en yiiksek siderofor iiretme etkinligi 3.0 ile

Enterobacter cloaceae KGA50en izolati tarafindan olusturulmus olup (Sekil 4.5A), bu
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izolat1 2,89-2.09 arasinda degisen indeks degerlerle Chyseobacterium scophthalmum
KGA46en, Serratia proteamaculans KGT34en, Pseudomonas chlororaphis
KGT10epve Klebsiella oxytoca KGA30ep izolatlar1 izlemistir (Cizelge 4.6). Test edilen
tiim izolatlarin 1.03-3.0 siderofor indeks degeri ile siderofor olusturma yeteneginde
olduklari, farkli tiirlerin veya ayni tiire bagli izolatlar siderofor olusturma agisindan
istatistiksel olarak birbirlerinden 6nemli diizeyde farklilik gosterdikleri belirlenmistir
(Cizelge 4.6). Test edildikleri fungal etmeninmisel gelismini >%70 degerinde
engelleyerek en yiiksek antagonistik etkinlik gosteren tiirlerden Bacillus mojavensis
KGTlep, Bacillus subtilis KGT2ep, Bacillus amyloliquefaciens KGT12ep,
Pseudomonas chlororaphis KGT10ep, Bacillus cereus KGT13en, Bacillus atrophaeus
KGT7en ve Bacillus atrophaeus KGA29ep izolatlarin tamami 1.05-1.95 degerleri
arasinda degisen siderofor olusturduklari tespit edilmistir (Cizelge 4.6). de los Santos-
Villalobos ve ark. (2012) tarafindan yapilan bir ¢aligmada, mango kok bolgesinden izole
edilen ve tanilanan Burkholderia cepacia XXVI izolatinin antaknoz hastaligi etmeni
Colletotrichum gloeosporioides’in misel gelisimi >%90 diizeyinde engellendigi,
engellemede rol oynayan etki mekanizmasinin besi yeri ilizerinde iiretilen antimikrobiyal
peptidlerin yan1 sira hydroxamate tipinde siderofor {liretiminden kaynaklandigi
bildirilmistir. Yapilan in vivo g¢alismalarda da gerek Burkholderia cepacia XXVI
izolatinin gerekse {irettikleri hydroxamate tipinde siderofor’un yiliksek antifungal
etkinlik gostermesi, her ikisininde hastalikla biyolojik miicadelede etkili bir sekilde
kullanilabilecek potansiyele sahip oldugu belirlenmistir.

Antagonist bakteriler tarafindan iiretilen ve fungal hastalik etmenlerinin hiicre
duvar1 yapisinda bozulmalara ve erimelere neden olan preolitik enzimlerden proteaz
enzim tretimi %2 yag1 alinmis siit tozu igeren LB besi yerinde olusturulan engelleme
zonunun bakteri ¢apina oranlanmasiyla belirlenmis ve elde edilen sonuglar Cizelge
4.6’da ve Sekil 4.5B’de gosterilmistir. Test edilen 42 izolattan 25 izolatin 1.05-2.09
indeks degerleri arasinda degisen oranda proteaz enzimi Urettikleri kantitatif olarak
belirlenmis olup, farkli tiirlerin veya aynmi tiire bagli izolatlar proteaz olusturma
acisindan istatistiksel olarak birbirlerinden Onemli diizeyde farklilik gdsterdikleri
gozlenmistir. Cizelge 4.6’da goriilecegi gibi, bakteri izolatlar1 arasinda en yiiksek
proteaz enzimi 2.09 indeks degeri ile Serratra proteamaculans KGT34en izolati

tarafindan olusturulmus olup, bu izolati sirasiyla 1.95 degeri ile Bacillus megaterium
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KGT21, 1.76 degerleri ile Bacillus cereus KGT16en ve Bacillus simplex KGT23en
izolatlar1 takip etmistir.

Test edildikleri fungal etmeninmisel gelismini >%70 degerinde engelleyerek en
yiiksek antagonistik etkinlik gosteren tiirlerden Bacillus mojavensis KGT1ep, Bacillus
subtilis KGT2ep, Bacillus amyloliquefaciens KGT12ep, Pseudomonas chlororaphis
KGT10ep, Bacillus cereus KGT13en, Bacillus atrophaeus KGT7en ve Bacillus
atrophaeus KGA29ep izolatlarin tamami 1.09-1.44 degerleri arasinda degisen indeks

degerlerinde proteaz aktivitesi gosterdigi tespit edilmistir (Cizelge 4.6).

Sekil 4.5. Farkli tiitlere ait epifit ve endofit bakteri izolatlarinin siderofor (A) ve
proteolitik (proteaz) enzim tiretme(B) potansiyelleri. Bakteri kolonileri (*) etrafinda
olusturulan engelleme zonlarinin (ok) genisligi test edilen antagonist bakteri izolatinin
etkinliginin yiiksek oldugunu gostermektedir

Bakteri izolatlarin bir diger antagonistik etki mekanizmalarindan olan ugucu
bilesiklerden amonyak (NHs) olusturma potansiyelleri, peptonlu su icerinde gelisen
bakteri siispansiyonu iizerine Nessler’s c¢ozeltisi eklenmek suretiyle belirlenmistir
(Cappuccino ve Sherman, 2013). Besi yeri igerisinde bakterilerce olusturulan amonyak
dretimi tiiplerdeki besi yeri renginin agik saridan kahverengi-koyu sar1 renge
dontismesiylekalitatif olarak belirlenmistir (Sekil 4.6A). Cizelge 4.6’da goriilecegi gibi
aralarinda yiiksek oranda (%72.22-82.78) antagonistik etkinlik gosteren Bacillus
mojavensis KGT1ep, Bacillus subtilis KGT2ep, Bacillus amyloliquefaciens KGT12ep,

Bacillus atrophaeus KGT7en, Bacillus cereus KGT13en ve Pseudomonas chlororaphis
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KGT10ep izolatlarinin bulundugu 29 bakteri izolatin tamami besi yeri igerisinde
degisen konsantrasyonlarda amonyak tirettikleri belirlenmistir.

Bakteri izolatlarin bir diger antagonistik etki mekanizmalarindan olan HCN
iiretimi, glycine igeren besi yerinde gelisen bakteri hiicreleri tarafinda iiretilen ugucu
HCN bileseni Petri kapaginda bulunan ve pikrik asit ile 1slatilmis filtre kagidi renginin
sar1 renkten kahverengi veya koyu kirmiziya doniismesi seklinde ortaya c¢ikan renk
degisiklik siddetine gore (Sekil 4.6B) kalitatif olarak belirlenmistir (Castric, 1977).
Cizelge 4.6’da goriilecegi gibi, farkli diizeylerde antagonistik etkinlik gosteren tiirleri
temsil eden 30 izolat arasinda sadece 6 izolatin degisen siddetlerde HCN {irettigi
belirlenmistir. Test edilen izolatlar arasinda en yiliksek HCN iiretimi antagonistik
etkinligi %72.22 gibi olduk¢a yiiksek izolatlardan olan Pseudomonas chlororaphis
KGT10 tarafindan iiretilirken bu izolat1 bir diger gli¢lii antagonistik etkiye sahip olan
Serratia proteamaculans KGT34en, Klebsiella oxytoca KGA30ep, Bacillus
pseudomycoides KGT22ep, Bacillus megaterium KGT39epizolatlar1 izlemistir.
Aralarinda yiiksek oranda antagonistik etkinlik gosteren Bacillus mojavensis KGT1ep,
Bacillus subtilisKGT2ep, Bacillus amyloliquefaciens KGT12ep ve Bacillus atrophaeus

KGT7en izolatlarin HCN tiretmedikleri tespit edilmistir.
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Sekil 4.6. Farkl tiitlere ait epifit ve endofit bakteri izolatlarinin amonyak (A) ve HCN
tiretme(B) potansiyelleri. Besi yerinin agik saridan koyu kahverengiye donmesi (ok),
petri i¢indeki filtre kagidinin sar1 renkten kirmizi-kahverengiye (ok) dénmesi test edilen
antagonist bakteri izolatinin etkinliginin yiiksek oldugunu gostermektedir
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Yapilan 6nceki ¢alismalarda, antgonist bakteri izolat1 Pseudomonas chlororaphis
subsp. aurantiaca’nin soya fasulyesinde komiir ¢iirikligi hastalik etmenine
(Macrophomina phaseolina) kars1 bitki gelisimini tesvik eden mekanizmalarin yanisira
antimikrobiyal etkinlik gosteren phenazin, phenazin tiirevleri ve HCN iiretimini
tetikleyen genlere sahip oldugunu bildirilmistir (Rovera ve ark., 2014). Zhang ve ark.,
(2015), tarafindan yapilan bir diger ¢alismada, patates yumru ve topraklari ile soya
fasulyesi yapraklarindan elde edilen Bacillus amyloliquefaciens, Paenibacillus
polymyxa, Pseudomonas chlororaphis, Pseudomonas fluorescens, Bacillus subtilis ve
Pseudomonassp. olarak tanilanan 13 farkli bakteri izolatinin 10 farkli toprak kokenli
fungal hastalik etmenine kars1 degisen oranlarda ve yiiksek diizeyde antifungal etkinlik
gosterdiginin, antagonist bakteri tiirlerinin gosterdigi antifungal etkinliklerden sorumlu
farklit HCN, siderophores, 3 -1,3-glucanases, chitinases, proteases gibi antimikrobiyal
bilesikler yanisira, degisen oranlarda IAA, salicylic acid, azot fiksasyonu ve fosforu

cozme etkinliklerinide gosterdiklerini bildirmislerdir.

4.4.4. Epifit ve Endofit Bakteri Izolatlarimn Bitki Biiyiime Gelisimini Tesvik

Eden Mekanizmalarinin Belirlenmesi

Denemlerde antagonistik etkinlikleri belirlenen bakteri izolatlarin  bitki
biliylimesini tesvik etmekten sorumlu olabilecek olasi etki mekanizmlarindan indol
asetik asit (IAA) iretme potansiyelleri, L-tryptophane igeren LB sivi besi icinde
inokulasyondan 4 giin sonra standart IAA absorbans degerlerine kiyaslanmak suretiyle
ppm (=pg/ml) diizeyinde kantitatif olarak belirlenmistir (Cizelge 4.7, Sekil 3.10F, Sekil
4.7).

Cizelge 4.7°da goriilebilecegi gibi test edilen 29 izolatin tamami 2.84-80.56 pug/ml
araliginda degisen konsantrasyonlarda IAA tiretmistir. Antagonistik etkinlikleri nispeten
disik olan (%34.22-50.56) izolatlardan Serratia proteamaculans KGT34en,
Enterobacter cloaceae KGA50en ve Lactobacillus brevis KGT41lep izolatlarinin en
yiiksek konsantrasyonlarda (68.06-80.56 ng/ml) IAA iirettigi tespit edilmistir (Sekil 4.7
ve Cizelge 4.7). Yapilan analizler sonudunda ayni cinse ait farkli bakteri tiirlerinin
izolatlar1 tarafindan iiretilen IAA konsantrasyon degerleri arasinda istatistiksel olarak

onemli farkliliklar gozlenmistir. Bakteri izolatlar1 igerisinde nispten yiiksek diizeyde
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(24.33 pg/ml) TIAA ireten Bacillus atrophaeus KGA40en izolatinin ayni zamanda
fungal hastalik etmenlerine kars1 %64.44 oraninda olduke¢a giiclii bir antagonistik etkiye
sahip oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.7). Benzer sekilde en yiiksek antagonistik etkiye
sahip izolatlardan olan Paenibacillus polymyxa KGT45, Bacillus amyloliquefaciens
KGT12, Bacillus atrophaeus KGT7en, Pseudomonas chlororaphis KGT10ve Bacillus
mojavensis KGT1 izolatlarinin 11.82-16.79 ng/ml konsantrasyonlarda TAA firettikleri
belirlenmistir. Test edilen bakteriler arasinda, endofit bakteri izolatlarin IAA {iretme
potansiyelinin epifit tiirlere kiyasla daha yiliksek oldugu belirlenmistir. Test edilen 29
izolattan13 endofit izolatin ortalama IAA konsantrasyonu 17.56 pg/ml iken, 16 farkli

epifit bakteri izolatin ortalama IA A konsantrasyonu 15.39 pg/ml olarak belirlenmistir.
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Sekil 4.7. Farkl tiitlere ait epifit ve endofit bakteri izolatlarinin sivi besi yerinde indol
asetik asit (IAA) iiretme potansiyelleri. (A) Siv1 besi yerinin saridan kirmiziya donmesi
test edilen antagonist bakteri izolatinin IAA iiretme etkinliginin yiiksek oldugunu
gosterir. (B) Serratia proteamaculans KGT34en izolati tarafindan iiretilen IAA
miktarinin 535 nm dalga boyundaki absorbans spektrasi
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Cizelge 4.7. Farkl1 endofit ve epifit antagonist bakteri izolatlarin bitki gelisimini tesvik
edenlAA ve fosforu ¢ozme potansiyeller

Bakteri Izolat IAAZ Fos-ind*

1 Enterobacter cloaceae KGA50en 76.80™

2 Chyseobacterium scophthalmum KGA46en nt nt
3 Serratia proteamaculans KGT34en 80.56" 1.36°
4 Pseudomonaschlororaphis KGT10ep 14,13 1.14°
5  Klebsiella oxytoca KGA30ep nt 1.19°
6  Bacillus mojavensis KGT1ep 11.82% 0.00?
7 Pseudomonas koreensis KGT47en nt nt
8 Lelliottia amnigena KGA38en 2.842 1.27°
9 Bacillus amyloliquefaciens_ssp_plantarum KGA33ep 7.49% 0.00%
10  Jantinobacterium lividum KGA48en 3.55% 0.00?
11  Pantoea aglomerans KGT35en 18.27' 2.15°
12  Bacillus thurigiensis KGT15ep 5.90°d 0.00?
13  Lactobacillus plantarumKGT42ep 10.32¢f 2.89¢
14  Staphylococcus warneri KGA28ep 8.26% 1.45P
15  Bacillus cereus KGT13en 3.81%® 0.002
16  Bacillus pseudomycoides KGT22ep 10.18¢f 0.00?
17  Lactobacillus brevis KGT41ep 68.06' 2.14°
18 Cronobacter sp. KGT51ep nt nt
19  Bacillus pumilus KGA37ep 3.48%® 0.00?
20  Paenibacillus polymyxa KGT45ep 16.79"

21  Lysinibacillus sphaericus KGT3en 6.85% 0.00?
22 Bacillus simplex KGA31en 7.09% 0.00?
23  Bacillus megaterium KGT1lep nt nt
24  Bacillus pumilus KGT4en 5.54%d 1.20°
25  Bacillus megaterium KGT21 4.78%¢ 0.00?
26  Sacharomyces cerevisiae KGT43ep 42.01k 2.76¢
27  Bacillus amyloliquefaciens KGT12ep 16.49" 0.00?
28  Bacillus atrophaeus KGA40en 24.331 0.00?
29  Rhizobacterium radiobacter KGT52ep nt nt
30  Bacillus pumilus KGT6ep nt nt
31 Bacillus megaterium KGT39ep 7.37¢ 1.13°
32 Acinetobacter schindleri KGA32en 4.01% 1.50°
33  Bacillus atrophaeus KGT7en 15.94MN 0.00?
34 Bacillus mojavensis KGT17en nt nt
35 Bacillus cereus KGA26ep nt nt
36  Bacillus subtilis KGT2ep 4,98%¢ 0.00?
37 Bacillus cereus KGT16en nt nt
38  Bacillus mojavensis KGT5ep 3.63% 0.00?
39 Bacillus atrophaeus KGA29ep nt nt
40  Bacillus amyloliquefaciens KGA27ep nt nt
41  Bacillus mycoides KGT8en nt nt
42  Bacillus cereus KGT18ep nt nt
43  Bacillus cereus KGA44en 5.23%¢ nt
44  Bacillus simplex KGT23 nt nt

2 Aym siitun igerisinde yer alan ortalama degerlerin yanindaki ayni kiigiik harfler izolatlar arasindaki
farkin istatistiksel olarak dnemli olmadigini gosterir (Duncan Coklu Karsilastirma Testi, P<0.05)
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Badem agaglar1 ve tibbi bitkilerden izole edilmis ve bitki biiylimesini tesvik eden

Ozelliklerini belirlemeye yonelik yapilmis Onceki caligmalarda farkli Enterobacter
spp.(Enterobacter cloacae ssp.cloacae ve Enterobacter cloacae ssp.dissolvens) ait
izolatlarin, oldukc¢a o©nemli diizeyde IAA {iretmelerinin yanisira hastalik etmeni
Macrophomina phaseolina’ya karst misel gelisimlerini engellemek suretiyle
antagonsitik etkide bulundugu bildirilmistir (Rani ve Reddy, 2011; Ullah ve ark., 2017;
Aktan ve Soylu, 2020; Khan ve ark., 2020).
Zhang ve ark. (2015), tarafindan yapilan bir diger calismada, patates yumru ve
topraklar ile soya fasulyesi yapraklarindan elde edilen Bacillus amyloliquefaciens,
Paenibacillus polymyxa, Pseudomonas chlororaphis, Pseudomonas fluorescens,
Bacillus subtilis ve Pseudomonas sp. olarak tanilanan 13 farkli bakteri izolatinin 10
farkli toprak kokenli fungal hastalik etmenine karsi degisen oranlarda ve yiiksek
diizeyde antifungal etkinlik gdsterdiginin, antagonist bakteri tilirlerinin gosterdigi
antifungal etkinliklerden sorumlu farkli HCN, siderophores, B -1,3-glucanases,
chitinases, proteases gibi antimikrobiyal bilesikler yani sira degisen oranlarda [AA,
salicylic acid, azot fiksasyonu ve fosforu ¢ozme -etkinliklerinide gosterdiklerini
bildirmislerdir.

Test edilen 27 farkli bakteri izolatin fosforu ¢ozme potansiyelleri ise tri kalsiyum
fosfat iceren Pikovskaya Agar (PVK) besi yeri iizerinde bakterilerin iirettigi enzimler
sonucu tri kalsiyum fosfatin ¢oziilmesiyle olusturduklar1 engelleme zonlarinin (Sekil
3.10E) bakteri ¢apina kiyaslanmasiyla hesaplanmig indeks degerleri ile kantitatif olarak
degerlendirilmistir. Elde edilen sonuglar Cizelge 4.7°de olarak verilmistir. Cizelge
4.7°de gosterildigi gibi test edilen 27 izolattan 15 tanesi (%55.6) PVK besiyeri iizerinde
fosfor ¢6zme etkinligi gostermedigi belirlenirken (Cizelge 4.7) 12 izolatin 1.13 ile 2.89
arasinda degisen ¢Oziiniirlik indeks degerlerinde fosforu ¢ézme potansiyeline sahip

izolatlar oldugu belirlenmistir (Sekil 4.8).
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Sekil 4.8. Farkl tiitlere ait epifit ve endofit bakteri izolatlarinin fosforu ¢6zme
potansiyelleri. Bakteri kolonileri etrafinda olusturulan engelleme zonlarinin (ok)
genisligi test edilen antagonist bakteri izolatinin etkinliginin yiiksek oldugunu
gostermektedir

Test edilen tiim izolatlar arasinda en fazla fosfor ¢6zen (engelleme bolgesi ¢ap1 en
fazla olan) bakteri izolatlarin 2.14-2.89 araliginda ¢oziiniirliik indeks degerleri ile in
vitro orta diizeyde antagonistik etkinlik gosteren izolatlardan Lactobacillus
plantarumKGT42ep, Sacharomyces cerevisiae KGT43ep, Pantoea aglomerans
KGT35enve Lactobacillus brevis KGT41lep izolatlar1 olmustur (Cizelge 4.7). izolatlar
arasinda fosforu c¢ozme aktivitesi bakimindan istatistiksel olarak ©nemli diizeyde
farkliliklar tespit edilmistir (Cizelge 4.7). Test edilen izolatlare arasinda, giiclii
antagonistik etkinlik gosteren (%72.22) Pseudomonas chlororaphis KGT10ep izolatinin
ayni zamanda fosforu ¢ozme (1.14) yeteneginde oldugu belirlenmistir. Diger giiclii
antagonistik etkinlik gosteren Bacillus spp. igerisinde sadece B. pumilus KGT4en
izolatinin fosfor ¢dzmede etkinlik gosterirken diger etkili antagonist izolatlardan
Bacillus mojavensis KGT1ep, Bacillus subtilis KGT2ep, Bacillus amyloliquefaciens
KGT12ep, Bacillus atrophaeus KGT7enve Bacillus cereus KGT13en izolatlar: fosfor
cozme etkinligi gostermedigi belirlenmistir. Rokhbakhsh-Zamin ve ark. (2011)
Pennisetum glaucum bitkilerinkok bolgelerinden izole edip taniladiklari 31 farkli
Acinetobacter spp. ait izolat arasindan 26 izolatin bitki gelisimini tesvik etmede IAA
iiretmelerinin yan sira fosfor ve ¢inko elementlerini ¢6zme ve hydroxamate ve catechol
tiplerde siderofor iiretmek suretiyle bitki biiylimesini 6nemli diizeyde tesvik ettigini
bildirilmistir.
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4.4.5. Antagonist Epifit ve Endofit Bakteri Izolatlarimn Fungal Etmenlerin Misel
Gelisimini Engelleyen Bélgelerinin Fungisidal ve Fungistatik Ozelliklerinin

Belirlenmesi

Fungal etmene karsi antagonistik etkinligi test edilen Bacillus mojavensis
KGTl1ep, Bacillus subtilis KGT2ep, Bacillus amyloliquefaciens KGT12ep, Bacillus
atrophaeus KGT7en, Bacillus cereus KGT13en, Pseudomonaschlororaphis KGT10ep
gibi izolatlarin yer aldig1 petrilerdebakteri ile fungusun miseli arasinda kalan engelleme
bolgesine difiize olan bakteri hiicresi tarafindan iretilen antifungal bilesiklerin
fungisidal veya fungistatik ozelliklerinin belirlenmesi amaciyla taze fungal kiiltiirden
alinan saglikli misel diskeri yerlestirilerek tekrar inkiibasyona birakilmistir (Sekil 4.9).
Fungal disklerden herhangi bir gelismenin goriilmemesi, antagonist bakteri tarafindan
tiretilen bilesik(ler)in etkinliginin fungusidal 6zellikte oldugunu gostermistir (Sekil
4.9A). Kontrol petrilerinde grimsi-beyaz fungus kolonisi igerinde tipik silindirik konidi
ve acervulus yataklar1 olusurken (Sekil 4.9B)antagonist bakterilerin bulundugu
petrilerde nispeten daha beyaz goriiniiste misel kitlesi ve konidisi olusurken, acervulus

yataklarin olusmadig1 gozlenmistir (Sekil 4.9A).

Sekil 4.9. Engelleme bolgesinde Pseudomonas chlororaphis KGT10ep izolati
tarafindan biriken bilesiklerin fungusidal etkinliginin belirlenmesi. Engelleme
bolgesindeki (*) misel disklerinden (0k) gelisme goriilmemesi bu bolgelerde tiretilen
bilesiklerin fungusidal etkinligini géstermektedir. Kontrol petrisinde (B) acervulus
yataklari (ok) gelismis olup, bakteri izolatinin bulundugu petrilerde (A) acervulus
yataklar1 olugsmamustir
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4.4.6. Antagonist Bakteri izolatlarin Ucucu Bilesenlerinin Fungal Etmenlerin

Misel Gelisimi Uzerine in vitro Antagonistik Etkinliginin Belirlenmesi

In vitro etkinlik calismalarinda fungal etmenlerin misel gelisimini etkili sekilde
engelleyen farkli Bacillus ve Pseudomonas tiirlerine ait izolatlar (Pseudomonas
chlororaphisKGT10ep, Bacillus subtilisKGT2ep, Bacillus atrophaeus KGT7en)
tarafindan olas1 ugucu bilesenlerin antifungal etkinligi birbirlerine temas etmeyecek
sekilde tasarlanmis ikili kiltiir testleri ile belirlenmistir. Calismalarda kullanilan
bakteriyel izolatlar arasinda her 3 fungal hastalik etmenine karsi en yiiksek antagonistik
etkinlik Pseudomonas chlororaphisKGT10ep izolati tarafindan gosterilmistir (Cizelge
4.8, Sekil 4.10). Pseudomonas chlororaphis KG10ep izolati1 tarafindan {iretilen ugucu
bilesenler C. karstii’nin misel gelisimini %79.0 oran1 gibi olduk¢a yiiksek diizeyde
engellemistir. Bacillus subtilisKGT2ep ve Bacillus atrophaeus KGT7en izolatlarinin ise
antagonistik etkinlikleri daha onceki ikili kiiltiir testlerinde gozlenen yiiksek etkinlik
oranlarina (%72.2-75.0) kiyasla, ugucu bilesenlerin etkinligi %31.5-36.2 gibi nispeten
diisiik diizeylerde gerceklesmistir (Cizelge 4.8).

Cizelge 4.8. Farkli antagonist bakteri izolatlarin ugucu bilesenlerinin in vitro ikili kiiltiir
testlerinde fungal etmenlerin radyal misel gelisimi (mm) {izerine etkinligi

ikili kiiltiir difize . ... . . . - .
bilesenlerin etkinligi Ikili kiiltiir ucucu bilesenlerinin etkinligi

Antagonist bakteri izolatlar: MG (mm) MGE (%) MG (mm) MGE (%)
Kontrol 60.00c - 85.67d -
Pseudomonas chlororaphis KGT10ep 16.67b 72.2 18.0a 79.0
Bacillus subtilis KGT2ep 15.00a 75.0 58.67b 315
Bacillus atrophaeus KGT7en 16.67b 72.2 54.67¢ 36.2

MG: Misel gelisimi (mm); MGE: Misel gelisiminin engellenme orani (%)
Siitun iginde yer alan ortalama degerlerin yanindaki farkli kii¢iikk harfler uygulamalar arasindaki farkin
istatistiksel olarak Duncan Coklu Karsilastirma testine gére dnemli oldugunu gosterir (P<0.05).
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Sekil 4.10. Farkli antagonist bakteri izolatlarinin ugucu bilesenlerin ikili kiltiir testleri
ile antifungal etkinliklerinin belirlenmesi. Ust petri kapaklarina ¢izili Bacillus
atrophaeus KGT7en, Bacillus subtilis KGT2ep, Pseudomonas chlororaphis KGT10ep
izolatlarinin ugucu bilesenleri alt petrideki PDA besiyerinde misel gelisimlerini degisen
oranlarda engellemistir

Ikili kiiltiir testlerinde etkinligi yiiksek bakteri izolatlar arasindan segilen Bacillus
mojavensis KGT1lep ve Pseudomonas chlororaphis KGT10ep izolatlarinin besi yerinde
tirettikleri ve difiize olan bilesen(ler)in spor canlilig1 tizerine olan antifungal etkinlikleri
Bacillus mojavensis KGT1ep ve Pseudomonas chlororaphis KGT10ep koloniden 1, 2
ve 3 cm uzakliklara yayilan konidiler {izerinde incelenmistir (Sekil 4.11). Her iki bakteri
izolat1 tarafindan sentezlenen ve besi yerine difiize eden engelleme alanlarinda
koloniden 1 cm uzakliga kadar mesafede sporlarin ¢imlenmesi %100 oraninda
engellendigi gozlenmistir. Bakteri kolonisinden 2 ve 3 cm uzakliklardaki alanlarda
yapilan gozlem ve sayimlarda konidi ¢imlenme oranlarmin 2 cm uzaklikta %20-30, 3
cm uzaklikta %75-85 oranlarda oldugu tespit edilmistir. Cimlenen sporlarin ¢im
borucugu uzunluklarinin bakteri kolonisinden uzaklastik¢a arttigi gozlenmistir (Sekil

4.11).
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Sekil 4.11. (A) Pseudomonas chlororaphis KGT10ep ve (B) Bacillus mojavensis
KGT1ep izolatlar1 tarafindan sentezlenen bilesik(ler)in C. karstii sporlarinin ¢imlenmesi
(ok) tizerine antagonistik etkinliginin belirlenmesi. Antagonistik etkinlik koloniden 1, 2

ve 3 cm uzakliklara yayilan konidiler lizerinde incelenmistir

Antagonist bakteri izolatlar1 tarafindan iiretilen kimyasal bilesenlerin engelleme
bolgesine yakin noktalarda fungal etmenin hifleri iizerinde neden olduklart morfolojik
degisiklikler dogrudan engellemelerin gozlendigi petrilerde (Sekil 3.8) 151k mikroskobu
ile yapilan gozlemlerle belirlenmistir. In vitro ikili kiiltiir testlerde yiiksek oranda
antagonistik etkinlik gdsteren antagonist bakteri izolatlarindan Bacillus mojavensis
KGTlep, Bacillus subtilis KGT2ep, Bacillus amyloliquefaciens KGT12ep fungal
etmenin misel gelismini engelledigibolgenin hemen yanindahiflerde seffaf veya kararma
seklinde erime belirtileri gosterdigi, bu tiir hifler mikroskop altinda incelendiginde
bogumlasma (Sekil 4.12B), sitoplazmik igeriklerinde pihtilasma ve hifduvarlarinin
erimelerinden kaynaklanan sitoplazmik igerigin disariya bosalmasi (Sekil 4.12C) gibi

morfolojik deformasyonlar gozlenmistir.
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Sekil 4.12. C. karstii’nin misel gelisimlerinin engellendigi ikili kiiltiir petrilerinde hifler
iizerinde gozlenen morfolojik deformasyonlar. (A) Kontrol petride gelisen saglikli hif.
(B) Bacillus mojavensis KGT1epve (C) Bacillus amyloliquefaciens KGT12ep izolatlari
tarafindan olusturulan engelleme bolgesine yakin noktalardaki hiflerde bogumlagma
(B), koagtilasyon ve sitoplazmik igerigin disar1 bosalmasi (C) seklinde ortaya ¢ikan
morfolojik anormallikler (ok)

Yapmis oldugumuz in vitro ikili kiiltiir testlerinde fungal hastalik etmeni C.
karstii’nin misel gelisimini en yiiksek diizeyde engelleyen Bacillus mojavensis
KGTlep, Bacillus subtilis KGT2ep, Bacillus amyloliquefaciens KGT12ep, Bacillus
atrophaeus KGT7en, Bacillus cereus KGT13en, Pseudomonas chlororaphis KGT10ep
ve Bacillus atrophaeus KGA29ep gibi endofit/epifit bakteri izolatlarn in vitro
biyoetkinlik/bitki gelisimini tesvik edici mekanizmalar1 birlikte degerlendirilmis ve elde
edilen sonuglar Cizelge 4.9’da sunulmugstur. Cizelgede goriildiigii gibi, hastalik
etmenlerine karsi yiliksek diizeyde biyoetkinlik gosteren izolatlarin tamami in vitro
kosullarda antagonistik/bitki gelisimini tesvik edici mekanizmalardan bir veya birkagini
birlikte kullanmak suretiyle gerek hastalik etmenlerine karsi antagonistik etkinlige,

gerekse bitki gelisiminin tesvik edilmesinde potansiyele sahip olduklar1 belirlenmistir.
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Cizelge 4.9. C. karstii’nin misel gelisimlerinin engellenmesi {izerineyiiksek diizeyde
antagonistik etkinlik gosteren endofit/epifit bakteri izolatlarin in vitro biyoetkinlik/bitki
gelisimini tesvik edici mekanizmalar1

Bakteri izolat MGE Sid Pro NHs HCN IAA Fosfor Mik
Bacillus mojavensis KGT1ep 8278 195 116 +++ - 11.8 0.0 +
Bacillus subtilis KGT2ep 75.00 105 1.09 +++ - 4.9 0.0 +
Bacillus amyloliquefaciens KGT12ep 72.78 1.11 1.23 ++ - 16.5 0.0 +
Bacillus atrophaeus KGT7en 7222 108 115 +++ - 15.9 0.0 +
Bacillus cereus KGT13en 7222 136 1.29 ++ + 3.8 0.0 +
Pseudomonas chlororaphis

KGT10ep 7222 210 144 +++ +++ 141 11 +

MGE: misel gelisimini engelleme; Sid:siderofor; Pro: proteaz; NH3:amonyak; HCN: hidrojen siyaniir;
IAA: indol asetik asit; Mik: mikroskopik diizeyde deformasyon; +: etkinlik kayit edildi; -: etkinlik kayit
edilmedi
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5. SONUC ve ONERILER

Bu calismada, tlilkemizde oldugu kadar diger iilkelerde de miicadelesine yonelik
oldukca kisitli sayida galisma yapilmis antraknoz etmeni Colletotrichum karstii ile
kimyasal miicadeleye alternatif yontemlerden olan epifit ve endofit karekterli antagonist
bakteriyel izolatlar ile bitki ugucu yaglarin antifungal etkinlikleri in vitro kosullarda
aragtirtlmistir. C. karstii’ye kars1 biyolojik miicadele kapsaminda saglikli turunggil ve
avokado meyve agaglarinin farkli kisimlarindan epifit ve endofit bakteri tiirlerinin
izolasyonu, tanis1 ve bakteriyel izolatlarin in vitro kosullarda antagonistik etkinligi ve
hastalik etmenlerini engellemede rol oyanayan olasi etki mekanizmalar1 karekterize
edilmistir. Ugucu yaglarin misel gelisimini engellemede antifungal etkinligi buhar
fazinda arastirilmis, yapilan 1s1ik mikroskobu caligsmalariyla ugucu yaglarin fungisidal
konsantrasyonlarda misel yapilari iizerinde olusturduklari morfolojik degisiklikler
karakterize edilmistir.

Yapilan literatiir arastirmasinda iilkemiz disinda hastaligin bildirildigi diger
iilkelerde farkli antraknoz hastalik tiirlerine karsi bakteriyel ve fungal biyolojik
miicadele etmenlerinin antifungal etkinligi arastirilmis olmakla birlikte, C. karstii’nin
tizerine gerek fungal gerekse bakteriyel kokenli biyolojik miicadele etmenlerinin
antifungal etkinligi konusunda herhangi bir ¢alismaya rastlanilmamistir. Ugucu yaglar
acisindan yapilan literatlir arastirmasinda ise hastalik etmenin misel gelisiminin
engellenmesi tizerine limon otu (Cymbopogon citratus) ve nane (Mentha piperita) bitki
ucucu yagi ile yapilmis in vitro ¢alismalar (de Oliveira ve ark., 2017; Oliveira ve ark.,
2018) disinda ugucu yaglarin etkinligi iizerine yapilmis ¢alismaya rastlanilmamustir. Bu
baglamda, bitki ugucu yaglar ile antagonist bakteri izolatlarinin turunggiller ve avokado
agaclarinda son yillarda sik¢a bildirimi yapilan ekonomik Oneme sahip hastalik
etmeniC. karstii’ye kars1 miicadele olanaklarinin arastirildigi ilk ¢alisma niteligindedir.

Elde edilen sonuglara gore, farkli bitki ugucu yaglarin buhar fazinda C. karstii’nin
misel gelisimini engellemesi lizerine olan antifungal etkinlik sonuglar
degerlendirildiginde en etkili ugucu yaglarin, 4.0-20 ul/petri dozlarla T. spicata, O.
syriacum, T. serpyllum,F. vulgare, L. citridora, M. aura ve O. majorana ugucu yaglari
tarafindan gosterilmistir. Denemelerde kullanilan okaliptiis (E. camaldulensis) ve turung

(C. aurantium) ucucu yagmin antifungal etkinligi 60.0-175.0 ul/petri doz gibi diger
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yaglarla kiyaslandiginda oldukga yiiksek dozda gosterilmis olup, rezene bitkisine akraba
olan ¢aksir (F. communis) ugucu yagi test edildikleri tiim dozlarda (100 pl/petri) fungal
etmenin misel gelisimini engellemede etkili olamamistir. Yapilan istatistik analiz
sonucunda ayni yaga ait farkli ugucu yag konsantrasyonlari ile aym1 dozda kullanilan
farkli ugucu yaglar arasindaki farkinda istatistiksel olarak Onemli oldugu tespit
edilmistir (Cizelge 4.2 ve Cizelge 4.3). Bitki ugucu yaglar1 arasinda T.spicata, O.
syriacum ve F. vulgare’nin misel gelisimini tamamen engelleyen fungisidal
konsantrasyonlarda fungus miselleri iizerinde olduk¢a 6nemli morfolojik anormalliklere
neden oldugu yapilan mikroskobik caligsmalarla belirlenmistir. Fungal etmenin bu
dozlarda gelismeme sebebi ugucu yaglarin misellerin morfolojik yapilarinda neden
oldugu geri doniisiimsiiz hiicresel zararlanmalardan kaynaklandig: diisiiniilmektedir.

Saglikli bitkilerin dis ylizeyleriile i¢sel dokular bir¢ok faydali mikroorganizmalara
konukguluk eder. Bu boélgelerden izole edilen saprofit kokenli bitkilerde hastalik
olusturma yetisinde olmayan mikroorganizmalar ekonomik Oneme sahip bitkilerde
sorun olan fungal ve bakteriyel hastalik etmenlerine karst biyolojik miicadele
calismalarinda kullanilir. Calismamizda farkli bolgelerde yetisen saglikli turunggil ve
avokado meyve agaclarmin farkli saglikli bitki kisimlarindan yapilan izolasyonlar
sonucunda insan ve bitki patojeni olmayan 20 tanesi endofit, 30 tanesi epifit karakterli
49 bakteri ve 1 maya izolatinin fungal etmenlerin misel gelisimini engellemesi lizerine
olan antagonistik etkinliginin arastirildigi ¢alismamizda Onceden yapilmis birgok
biyolojik miicadele c¢alismalarinda bildirilen tiirlere benzer sekilde sonuglar elde
edilmistir. Elde edilen en yaygin izolatlarin 32 adet ile Bacillus cinsine bagli oldugu
tirlere ait izolatlarin oldugu, bunu sirasi ile 2’ser izolatla Pseudomonas ve
Lactobacillus, 1’er izolatla ise Acinetobacter, Chyseobacterium, Cronobacter,
Enterobacter, Jantinobacterium, Klebsiella, Lelliottia, Lysinibacillus, Paenibacillus,
Pantoea, Rhizobacterium, Sacharomyces, Serratia ve Staphylococcus cinsleri takip
etmistir.

C. karstii’nin misel gelisimini en giiclii engelleyen ilk 3 izolatin, %72.78-82.78
engelleme orani ile Bacillus mojavensisKGT1ep, Bacillus subtilis KGT2ep ve Bacillus
amyloliquefaciens KGT12ep izolatinin oldugu, bu izolatlar1 %72.22-70.56 engelleme
oranlart ile Bacillus atrophaeus KGT7en, Bacillus cereus KGT13en ve Pseudomonas

chlororaphis KGT10ep izolatlari izlemistir.
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Bakteriler tarafindan gosterilen antagonisitk etkinligin bu bolgelerden alinan misel
diskleri taze PDA besi yerine aktarildiginda bu hiflerin yeniden gelisemedigi yine ayni
zamanda engelleme bdlgesine yerlestirilen saglikli misel disklerin ¢imlenmemesi
antagonist bakteriler tarafindan gosterilen engellemelerin  fungusidal etkisinden
kaynaklandigini géstermistir.

Test edilen bakteri izolatlar1 siderofor, proteaz, amonyak, HCN iiretimi, fosfor
¢ozme ve IAA, sentezleme bakimindan istatistiksel olarak oldukc¢a farkliliklar
gostermistir. Test edilen 38 izolatin tamamu siderofor, test edilen 42 izolattan 25 tanesi
proteaz, test edilen 29 izolatin tamami amonyak, test edilen 30 izolatin ise sadece 6
tanesi ise HCN tiretiminde pozitif olarak kayit edilmistir.

Siderofor, proteaz ve amonyak iretiminin misel gelisimin engellenmesinde
(antagonizm) rol oynayan faktorler olabilecegi diistiniilmektedir. Enterobacter cloaceae
KGAS50en, Chyseobacterium scophthalmum KGAA46en, Serratia proteamaculans
KGT34en, Pseudomonaschlororaphis KGT10ep, Klebsiella oxytoca KGA30ep ve
Bacillus mojavensis KGTlepizolatlari en yiiksek diizeyde siderofor; Serratia
proteamaculans KGT34en, Bacillus megaterium KGT21ep, Bacillus cereus KGT16en,
Bacillus simplex KGT23en, Bacillus megaterium KGT39ep, Bacillus amyloliquefaciens
KGA27epve Paenibacillus polymyxa KGT45ep izolatlar1 en yiiksek diizeyde proteaz;
Bacillus spp., Lactobacillus spp., Pseudomonas chlororaphis KGT10ep ve Serratia
proteamaculans KGT34en izolatlari en yiiksek diizeyde amonyak; Pseudomonas
chlororaphis KGT10ep, Serratia proteamaculans KGT34en, Klebsiella oxytoca
KGA30ep, Bacillus cereus KGT13en, Bacillus pseudomycoides KGT22ep ve Bacillus
megaterium KGT39ep izolatlarida en yiiksek diizeyde HCN iireten izolatlar olarak
belirlenmistir.

Test edilen 29 izolatin tamami degisen konsantrasyonlarda (2.84-80.56 ng/ml)
IAA iiretmis oldugu belirlenmistir. Serratia proteamaculans KGT34en, Enterobacter
cloaceae KGA50en ve Lactobacillus brevis KGT4lep izolatlar1 en yiiksek
konsantrasyonda IAA iireten izolatlar olarak belirlenmistir. Test edilen 27 izolat
arasindan 12 izolatin fosforu ¢o6zebilme yeteneginde oldugu, izolatlar arasinda
Lactobacillus plantarumKGT42ep, Sacharomyces cerevisiae KGT43ep, Pantoea
aglomerans KGT35en ve Lactobacillus brevis KGT4lep en yiiksek fosfor ¢ozme

etkinligi gosteren izolatlar olmustur.
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Calismada elde edilen tiim sonuglar birlikte degerlendirildiginde ayni tiire ait
bakteri izolatlar arasinda fungus misellerinin engellenmesi arasindaki farkliliklar
gbzlenmistir. Bu durumun antagonist bakteri izolatlarin izole edildikleri bitki
ornegininyetistigi ortamdaki ¢evre kosullarinin izolatlarin genetik cesitliligine etkide
bulunmasindan kaynaklandigr diistinlilmektedir. Epifitik ve endofitik kokenli
bakterilerin toprak kokenli hastalik etmenlere karsi in vitro antagonitik etkinlik
gosterdigi, hastalik etmenlerin engellemesinde antagonistik, parazitik ve PGPB etki
mekanizmlarindan bir veya birkacin1 birden kullanmak suretiyle etkili oldugu
belirlenmistir.

Sonug olarak etmeni olarak kullanilan bakteriyel izolatlar entegre miicadele
programi kapsaminda pestisitlerin ¢evre lizerindeki olas1 olumsuzluklarin azaltilmasinda
rol oynayabilirler. Giiglii antagonistik (siderofor, proteaz, amonyak iiretimi) ve PGPB
(IAA ve fosfor ¢cozme) etkinlikleri gosteren, 6zellikle Bacillus spp. Pseudomonas spp.
veEnterobacter spp. ait izolatlarin pestisitlere alternatif biyokontrol etmeni olarak
degerlendirilebilecegi, test edilen toprak kokenli hastalik etmenlerinin baskilanmasinda
biyokontrol etmeni olarak gelistirilebilme potansiyeline sahip oldugu belirlenmistir. Bu
calisma bitki ugucu yaglarin ve antagonist bakteri tiirlerinin ekonomik dneme sahip
turuncgil ve avokado meyve agaclarinda sorun olan antraknozhastalik etmeni C.
karstii’ye karsi biyokontrol etkinliginin ve etki mekanizmalarinin arastirildigi ilk

calisma niteligindedir.
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EKLER

EK-1. Bakteri ve Fungal etmenlerin gelistirilmesinde kullanilan besi yerleri ve

icerikleri

Nutrient (NA) Agar (Merck, Darmstadt, Germany. Katalog No:105450)

Pepton 50/L
Meat Extract 3g/L
Agar-Agar 12 g/L

King’s MediumB (KB) Agar (Merck, Darmstadt, Germany. Katalog N0:110989)

Peptone from caseinpepton 10 g/L
Peptone from meat 10 g/L
K2HPO4 3H20 1.5¢g/L
MgSO: 7H20 1.5¢g/L
Glyserol 10 mi/L
Agar-Agar 12 g/L

Luria Bertani (LB) Broth (Merck, Darmstadt, Germany. Katalog No:110285)

Pepton from casein 10 g/L
Yeast Extract 59/L
NaCl 10 g/L

Tryptic Soy Agar (TSA) (Merck, Darmstadt, Germany. Katalog No:105458)

Pancreatic Digest of Casein 15 g/L
Papaic Digest of Soya Bean 59/L
NaCl 59/L
Agar-Agar 15 g/L

Patates Dekstroz Agar (PDA) (Merck, Darmstadt, Germany. Katalog No:110130)

Potato infusion 4 g/L (infusion 200 gr potato)
D(+)glucose 20 g/l
Agar-Agar 15 g/l
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